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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Pathosystem Gerste/Echter Gerstenmehltau

1.1.1 Gerste (Hordeum vulgare)

Die Gerste (Hordeum vulgare) aus der Familie der monokotylen Suf3graser (Klasse:
Liliopsida, Ordnung: Poales, Familie: Poaceae, Unterfamilie: Pooideae, Tribus:
Triticeae, Gattung: Hordeum) wird in gemaliigten Klimazonen weltweit angebaut und
dient Hauptsachlich als Nahrungs- und Futtermittel sowie flir die Bierherstellung. Das
Genom der Gerste ist diploid (2n=14) und umfasst ca. 5,4 Milliarden Basenpaare
(Badr et al. 2000).

1.1.2 Echter Gerstenmehltau (Blumeria graminis f.sp. hordei)

Blumeria graminis f.sp. hordei (Bgh) ist ein obligat biotropher und hochspezifischer
Ektoparasit der Gerste aus der Abteilung der Ascomycota (Klasse: Leotiomycetes;
Ordnung: Erysiphales; Familie: Erysiphaceae; Gattung: Blumeria; Blumeria graminis
f.sp. hordei). Die Infektion der Gerste beginnt mit dem Kontakt der Konidiospore auf
der Epidermis der Wirtspflanze. Innerhalb von Minuten erfolgt eine
Flissigkeitsabgabe aus dem Konidium, in der Cutinase- und Esterase-Aktivitat
nachgewiesen wurde und deren Bedeutung vermutlich in der Wirtserkennung und
Anhaftung liegt (Pascholati et al. 1992). Nach 0,5-2h bildet sich der erste
Keimschlauch zur Anhaftung, Wasseraufnahme und Wirtserkennung. Nach 3-4h
kommt es zur Bildung eines zweiten Keimschlauches, der an seinem Ende ein
Appressorium (9-10hai) zur Penetration der Wirtszelle bildet. Auch hier erfolgt eine
Abgabe von zellwandabbauenden Enzymen, die die Penetration der Zellwand
erleichtern (Pryce-Jones et al. 1999). Das Haustorium zur Nahrstoffaufnahme bildet
sich bereits nach 15-18hai in der Wirtszelle. Dabei bleibt die Plasmamembran der
Wirtszelle intakt und die Besiedelung beschrénkt sich auf die Epidermiszellen. Nach
wenigen Tagen erfolgt die Entwicklung von Sekundarhyphen an der Blattoberflache,
die weitere Zellen penetrieren und Sekundarhaustorien ausbilden.

Der asexuelle Lebenszyklus schliel3t sich mit der Entwicklung von Sporentragern an
der Blattoberflache. Hier reifen nach 5-7 Tagen neue Konidien heran, die sich mit
dem Wind weiterverbreiten (Carver et al. 1995, Wright et al. 2000). Mit
zunehmendem Befall nekrotisiert das Pflanzengewebe und es kommt zu

Ernteausféllen. Der geschlechtliche Zyklus erfolgt im Spatsommer. Im alternden
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Mycel bilden sich Ascogonien und Antheridien, die spater reife Cleistothecien bilden.
Nach der Uberwinterung werden aus diesen neue Ascosporen freigesetzt (Schlgsser
1997).

30min

Konidiospore —__— Q e “h - Sekifdarer
O / Sy Keimschlauch
Primarer '
/ Keimschlauch \

5d \

3d

Haustorium

Abb. 1.1 Entwicklungsstadien des Gerstenmehltaus (aus Both et al. 2005)

1.1.3 Die Abwehrmechanismen der Gerste

Zu den praformierten Abwehrmechanismen von Pflanzen z&ahlen alle Strukturen, die
bereits vor einer Infektion mit einem Pathogen ausgepragt sind. Dazu gehdren die
epikutikularen Wachse, die Kutikula und die Zellwand der Epidermis bzw. der
Rhizodermis. Daneben existieren noch eine Reihe von konstitutiven Fungiziden bzw.
antimikrobiellen Substanzen aus dem Sekundarstoffwechsel wie z.B. Phenole,
Saponine, Glycoside und Glucosinolate (Grayer und Harborne 1994, Osbourn 1996).
Die induzierte Abwehr setzt im Gegensatz zu den praformierten Komponenten eine
Erkennung des Pathogens durch Signalmolekile voraus. Dazu zahlt insbesondere
die Erkennung von Elicitoren des Pathogens (Chitinfragmente, Peptide, Proteine)
oder die Erkennung von enzymatischen Abbauprodukten aus der Zellwand des
Wirtes (Thordal-Christensen 2003). Eine Reihe von Enzymen, die an einer Bildung

von Elicitoren beteiligt sind, konnten bereits in Konidiosporen des Mehltaus
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identifiziert werden. Aus Konidien von Blumeria graminis f. sp. Tritici wurde
Cellulase-, Pektinase- und Xylanase-Aktivitdt nachgewiesen, die wahrscheinlich die
Penetration der Epidermiszellen erleichtern (Suzuki et al. 1998, Suzuki et al. 1999,
Komiya et al. 2003). Eine weitere friihe Reaktion nach Mehltaubefall oder einem
Elicitorreiz (z.B. Chitinoligomere) ist der Efflux von Calciumionen aus dem
Apoplasten in das Cytosol, sowie eine apoplasmatische Alkalisierung (Felle et al.
2004). Trotz der vielfaltigen Reaktionen, die sich durch einen Elicitorreiz induzieren
lassen, konnte bislang nur vereinzelt ein spezifischer Rezeptor fir Elicitoren
identifiziert werden (Huckelhoven 2007). Nach der Erkennung eines Pathogens
existieren eine Reihe von (kultivarabhangigen und rassenspezifischen)
Abwehrmechanismen, die eine Etablierung des Pilzes verhindern kénnen. Dazu
gehoren die Zellwandapposition (Papillenbildung), die hypersensitive Reaktion (HR),
die Produktion von Phytoalexinen und die Expression von pathogenrelevanten
Proteinen.

Durch die Bildung einer lokalen Zellwandverstarkung der Epidermis (Papillenbildung)
wird in der rassenunspezifischen mlo-Resistenz (mildew resistance locus O) das
Eindringen des Pilzes verhindert (Abb. 1.2). Aul3erdem ist eine Akkumulation von
H.O, in der Epidermiszelle zu beobachten. Das Mlo-Gen ist ein negativer Regulator
der Pathogenabwehr und wurde in diversen Varianten durch Mutagenese seit den
40er Jahren veréandert. Unabhangig von den kinstlich entstandenen Mutanten
konnte in den 70er Jahren eine natirlich entstandene Mutation im Mlo-Gen
identifiziert werden, deren Ursprung in Athiopien liegt (Jergensen 1992). Zusatzlich
zu der H,0O, Produktion konnte im mlo-Genotyp eine starkere Akkumulation der
Phenolsaure p-coumaroyl-hydroxyagmatin nach Befall mit Bgh festgestellt werden.
Diese wird den Phytoalexinen zugeordnet, die aus einer Vielzahl von Verbindungen
aus dem Sekundarstoffwechsel der Pflanzen hervorgehen, nach Pathogenbefall
induziert werden und toxisch auf den eindringenden Pilz wirken. Aul3erdem wird der
Akkumulation von Phenolsduren an der Penetrationsstelle des Pilzes eine Rolle in
der Verstarkung der Zellwand zugeschrieben (von Ro6penack et al. 1998). Die
Funktion des transmembranen MLO-Proteins ist wahrscheinlich durch Calcium bzw.
durch Calmodulin gesteuert (Kim et al. 2002). Fur die Proteine MLO und RACB (aus
der RAC/ROP G-Protein Familie) konnte auch eine Rolle zur Umorganisierung des
Cytoskeletts in Richtung der Penetrationsstelle gezeigt werden (Opalski et al. 2005).

AulRerdem wurden die Gene Rorl und Ror2 (required for mlo-specified resistance)
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identifiziert, die fur eine Funktion von mlo in der Abwehr nétig sind. Generell zeigen
Mlo-Gersten sehr ahnliche Abwehrreaktionen wie mlo-Gersten, jedoch sind diese in
mlo-Gersten schneller Induzierbar (Freialdenhoven et al. 1996; Peterhéansel et al.
1997).

Die rassenspezifische Resistenz Mla zeichnet sich durch eine Bildung von toxisch
wirkenden reaktiven Sauerstoffspezies (ROS, reactive oxygen species) aus, die in
der erfolgreich penetrierten Epidermiszelle oder in den angrenzenden
Mesophylizellen akkumulieren. Die nachfolgende HR bewirkt ein Absterben der
Epidermiszelle oder den angrenzenden Mesophylizellen und verhindert damit die
weitere Ausbildung des Pilzes (Abb. 1.2). Unter den ROS ist H,O, das stabilste
Intermediat und es spielt neben der antimikrobiellen Wirkung eine wichtige Rolle in
der Verstarkung der Zellwand bzw. der Papille (Thordal-Christensen 1997). Ebenfalls
wird fur H,O, eine Rolle als second messenger zur Aktivierung von Abwehrgenen
diskutiert (Chamnongpol et al. 1998, Hiuckelhoven und Kogel 2003).

Die MIg vermittelte Pathogenabwehr ist ebenfalls eine rassenspezifische Resistenz
und reagiert nach Erkennung des entsprechenden Avirulenzgens mit einer

Papillenbildung sowie einer HR der Epidermiszelle (Abb. 1.2).

14 hai
16 hai
18 - 30 hai
48 hai
Miat12 Mig i DCINA mio5 miai2
mig
Mio

Abb. 1.2 Schematische Darstellung von erfolgreichen Abwehrreaktionen der Gerste nach Befall
mit Bgh (Mlal2, Mlg, mlo5) und der kompatiblen Interaktion mit Bgh (mlal2, mlg, Mlo).
Konidiospore und Keimschlauch mit Appressorium (blau), Haustorium (grin), HR und Zelltod
(gelb), Papillenbildung (rot), (aus Hiickelhoven et al. 1999)
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Neben den induzierbaren niedermolekularen Verbindungen (ROS, Phytoalexine)
existieren noch eine Reihe von Proteinen bzw. Enzymen, die an der
Pathogenabwehr beteiligt sind. Diese werden als PR-Proteine (pathogenesis-related
proteins) bezeichnet. Zurzeit sind 18 verschiedene Gruppen von PR-Proteinen mit
unterschiedlicher Funktion bekannt. Einige davon wurden in Gerste identifiziert und
werden nach einem Befall mit Bgh verstarkt exprimiert. Das Protein PR-1b
akkumuliert in resistenten (mlo5) Gerstenpflanzen nach Bgh Befall. Vermutlich wirkt
es nicht direkt toxisch auf den Pilz, sondern ist am Aufbau der Papille beteiligt. Eine
verminderte Expression von PR-1b bewirkte eine leicht erhohte Anfalligkeit
gegenuber Bgh (Schultheiss et al. 2003). Bereits 4h nach Befall mit Bgh ist eine
Erhéhung der Peroxidaseaktivitdt (PR-9) festgestellt worden. Auch hier wird eine
Verstarkung der Papille durch Polymerisierung der Zellwandbestandteile Lignin und
Suberin, sowie von Glycoproteinen vermutet (Thordal-Christensen et al. 1992, Scott-
Craig et al. 1995). Ahnliche Funktion wird den Germinen und Germin-ahnlichen
Proteinen (GLP, germine-like-proteins) zugeordnet. Einige Mitglieder dieser
Proteinfamilien lassen sich den Oxalatoxidasen (PR-15) und Oxalatoxidasen
ahnlichen Enzymen (PR-16) zuordnen (Christensen et al. 2002). Diese katalysieren
die Umsetzung von Oxalat zu H,O, und CO,. Sowohl die Aktivitat bzw. die
Expression von Oxalatoxidasen (Dumas et al. 1995, Zhang et al. 1995) als auch der
Oxalatoxidase-ahnlichen Proteine (Wei et al. 1998) konnte nach einer Infektion mit
Bgh gezeigt werden. Unter den Oxalatoxidasen-ahnlichen Proteinen konnte
aulBerdem eine Superoxiddismutaseaktivitat fir das Protein GLP4 nachgewiesen
werden (Christensen et al. 2004). Hier konnte eine Uberexpression des HvGLP4-
Gens eine erhohte Resistenz der Gerste gegenuber dem Mehltau erzeugen. Die PR-
Proteine PR-2 (1,3-R3-Glucanase) PR-3 und PR-8 (Chitinasen) besitzen hydrolytische
Aktivitat und kénnen damit die Zellwand des Pilzes abbauen. Uber die Funktion der
PR-Proteine PR-4 (Chitin bindend), PR-5 (thaumatin-like-proteins) und PR-14 (lipid-
transfer-protein) ist zurzeit wenig bekannt, es konnte jedoch eine gesteigerte
Expression nach Bgh-Befall und eine fungizide Wirkung in vitro gezeigt werden
(Gregersen et al. 1997, Selitrennikoff 2001, Garcia-Olmedo et al. 1995). Eine direkte
toxische Wirkung auf Bgh wird auch fur die niedermolekularen PR-14 Proteine aus
der Thionin-Genfamilie der Gerste vermutet. Besonders in einer resistenten
Gerstensorte konnte eine Anh&ufung von Thioninen in der Zellwand und in der
Papille nach Bgh-Befall beobachtet werden (Ebrahim-Nesbat et al. 1989,1993). Die
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erhohte Expression von PR-17a (26KDa) und PR-17b (24KDa) korreliert, wie bei
einigen anderen PR-Proteinen, ebenfalls mit dem Zeitpunkt der Penetration durch die
Epidermis. Fur die PR-17 Proteine wird anhand von Sequenzhomologien eine
proteolytische  Aktivitat vermutet. Ferner wird Uber eine Rolle im
Zellwandmetabolismus und in der Signaltransduktion spekuliert (Christensen et al.
2002). Fur PR-6, -7, -10, -11, -12 und -18 wurden bisher noch keine Reaktionen im
Pathosystem Gerste/Echter Gerstenmehltau beschrieben (Christensen et al. 2002,
van Loon et al. 2006).

1.2 Systemisch Induzierte Resistenz

Schon zu Beginn des 20. Jahrhunderts beobachteten Naturwissenschaftler, dass
Pflanzen nach einem Pathogenbefall eine erhdhte Resistenz gegeniber einer
weiteren Infektion entwickeln. Diese Beobachtungen wurden erstmals von Chester
(1933) zusammengefasst. Zudem stellte man eine erhdhte Resistenz von
Pflanzenteilen fest, die nicht zuvor mit dem Pathogen in Berihrung gekommen
waren. Dieses Phadnomen wurde als systemisch erworbene/aktivierte Resistenz
(SAR, systemic acquired resistance) bezeichnet. Nach einer Infektion des Tabaks mit
dem Tabak Mosaic Virus konnte eine erhOhte Resistenz gegeniber anderen Viren
festgestellt werden. Damit wurde gezeigt, dass eine SAR in Pflanzen nicht dem
Antikdrpersystem der Tiere folgt. Aul3erdem wurde eine Involvierung des Leitblndels
zur Verteilung eines Resistenzsignals vermutet (Ross 1961). Dies wurde durch
Pfropfungsversuche untermauert, bei denen durch eine Infektion des Wurzelstocks
eine Resistenz in den nachfolgend aufgepfropften Pflanzenteilen induziert werden
konnte (Jenns und Kué¢ 1979, Dean und Kué 1986). Nach einer gezielten
Unterbrechung des Phloemstroms durch Ringeln waren keine systemischen Effekte
mehr zu beobachten (Guedes et al. 1980). Spéater konnten die zumeist auf
Beobachtungen beruhenden Experimente mit einer Akkumulation von PR-Proteinen
in systemischen Pflanzenteilen assoziiert werden (Ye et al. 1989, Ye et al. 1990).
Eine zentrale Rolle fur die Expression von Abwehrgenen konnte fir verschiedene
Phytohormone ermittelt werden. Dazu zahlen u.a. Salicyl- und Jasmonséaure. Eine
Akkumulation von Salicylsaure ist vor allem nach Befall mit biotrophen Pathogenen
festzustellen, wahrend Jasmonséaure meist nach Befall mit nekrotrophen Pathogenen
und Insektenfrald akkumuliert. Mit dem Protein NPR1 (nonexpressor of pathogenesis-

related genes) konnte ein zentrales Element in der Regulierung von Salicyl- und
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Jasmonsadure abhangigen Signalwegen gefunden werden. Aul3erdem existieren
antagonistische und synergistische Wechselwirkungen mit den Phytohormonen
Ethylen, Abscisinsaure und Auxin (Howe und Jander 2008, Vlot et al. 2009, Robert-
Seilaniantz et al. 2011). Nachdem Salicylsdure nach Pathogenbefall im Phloem von
dikotylen Pflanzen nachgewiesen wurde vermuteten einige Autoren, dass
Salicylsdure das systemisch transportierte Signal ist (Métraux et al. 1990, Yalpani et
al. 1991). Neuere Untersuchungen legen jedoch nahe, dass Salicylsdure essentiell
fur die Ausbreitung einer SAR ist, diese jedoch nicht von einem Transport von
Salicylsaure im Leitblindel abhangt (Vernooij et al. 1994).

Im Gegensatz zu zahlreichen Untersuchungen an Dikotyledonen Il&asst sich im
Pathosystem Gerste/Bgh keine Erh6éhung der endogenen Jasmon- und
Salicylsaurekonzentration nach einer Infektion mit Bgh beobachten (Kogel et al.
1995, Vallélian-Bindschedler et al. 1998, Hickelhoven et al. 1999). Trotzdem konnte
durch eine Behandlung mit Salicylsaure, bzw. deren chemischen Analoga DCINA
(2,6-Dichlorisonicotinsdure) und BTH (Benzo[1,2,3]-thiadiazol-7-carbothioicacid) eine
erhohte Resistenz gegen Bgh und die Expression von pathogenrelevanten
Transkripten induziert werden (Kogel et al. 1994). Dieses Phanomen beruht auf einer
Verteilung der Chemikalien in der Pflanze und wurde als CIR (chemically induced
resistance) bezeichnet. Auch nach einer exogenen Behandlung von Gerste mit
Jasmonsaure konnten hemmende Effekte auf die Entwicklung von Bgh festgestellt
werden, jedoch konnte die Wirkung nicht mit einer induzierten Resistenz in
Verbindung gebracht werden. Die Behandlung mit Jasmonsaure fuhrte zu einer
Akkumulation von vermutlich nicht pathogenrelevanten JIPs (jasmonate inducible
proteins), aber nicht zu einer Anreicherung von PR-Proteinen. Die Autoren gehen
daher von einer direkten fungiziden Wirkung von Jasmonsaure auf die
Mehltausporen aus (Schweizer et al. 1993).

Obwohl eine SAR in Monokotylen, die dem System der Dikotylen folgt, noch nicht
eindeutig gezeigt werden konnte (Wiese et al. 2004, Kogel und Langen 2005), gibt es
einige Berichte zu lokalen und systemischen Resistenzinduktionen. In diesen
Experimenten konnte eine Inokulation mit Mehltau die lokale Resistenz erhéhen,
sodass nach einer weiteren Inokulation deutlich weniger Symptome festzustellen
waren (Ouchi et al. 1976, Cho und Smedegard-Petersen 1986, Thordal-Christensen
und Smedegard-Petersen 1988). Vereinzelt wird von einer systemisch erhohten

Resistenz gegen Mehltau nach verschiedenen Behandlungen berichtet. Matsuo et al.
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(2001) konnten eine systemisch erhthte Resistenz gegen Bgh nach Verwundung
des ersten Blattes induzieren. Die Effekte wurden hier auf eine verstarkte Synthese
des Indolalkaloids Gramin zurlickgefuhrt. Mitchell und Walters (2004) berichten von
systemischen Effekten in Gerste nach Behandlung der ersten Blatter mit
Kaliumphosphat. Hier konnte in den zweiten Blattern eine erhohte Aktivitat der
Phenylalanin-Ammoniak-Lyase-, Peroxidase- und Lipoxygenaseaktivitat gezeigt
werden. Diese Enzyme werden generell mit Abwehrreaktionen in Verbindung
gebracht. Ebenso wurde, kontrovers zu anderen Autoren, Uber eine systemisch
vermittelte Resistenz gegen Bgh nach einer Jasmonsaurebehandlung berichtet
(Walters et al. 2002).

Eine weitere Form der systemisch erworbenen Resistenz ist die Induzierte
systemische Resistenz (ISR). Diese wird hauptséchlich durch wurzelbesiedelnde
Rhizobakterien und wurzelbesiedelnde Pilze vermittelt. Nach einer Besiedlung der
Gerste mit Piriformospora indica (Basidiomycet) konnte u.a. eine erhéhte Resistenz
gegen Bgh durch eine verstarkte Papillenbildung und vermehrte HR-Reaktionen
beobachtet werden (Waller et al. 2005).

1.3 Die Funktion des Phloems in der systemisch erworbenen Resistenz

1.3.1 Das Phloem

Als Phloem bezeichnet man die funktionelle Einheit des Siebelement-Geleitzellen
Komplexes im Leitbtndel. Eine der wichtigsten Funktionen des Phloems besteht in
der Verteilung von Photoassimilaten aus den photosynthetisch aktiven Pflanzenteilen
zu den photosynthetisch inaktiven Geweben (z.B. Frucht, Wurzel, Bliute). Durch die
Siebelemente, die durch Siebplatten symplasmatisch miteinander verbunden sind
und durch die starke Reduktion von Zellorganellen kdnnen die Assimilate relativ
ungehindert transportiert werden. Die verbleibenden Zellorganellen in den
Siebelementen (Abb. 1.3) sind ein parietales endoplasmatisches Retikulum,
Plastiden und Mitochondrien (van Bel 2003). Im Gegensatz zu friheren
Veroffentlichungen gibt es neuere Erkenntnisse fir die Existenz eines Zytoskeletts in
Siebréhren. Dieses konnte bereits in den Siebelementen von Vicia faba visualisiert
werden (personliche Mitteilung Dr. Jens Hafke). In Gerste und anderen Poaceaen
konnten dick- und dinnwandige Siebelemente identifiziert werden (Abb. 1.4), wobei
die dickwandigen Siebelemente nicht mit Geleitzellen assoziiert sind (Evert et al.

1996, Botha und Cross 1997). Die genaue Funktion der dickwandigen Siebelemente
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konnte bislang noch nicht geklart werden, jedoch wird den diinnwandigen Siebrohren
eine Hauptfunktion beziglich Beladung und Langstreckentransport zugeschrieben
(Matsiliza und Botha 2002).

Abb. 1.3 Schematische Darstellung eines
Siebelement-Geleitzellen Komplexes:

SE Siebelement

PM Plasmamembran

ER parietales endoplasmatisches Retikulum
P Plastiden

SP strukturelle Proteine (bei Dikotyledonen)
PPU Plasmodesmen

Spl Siebplatten

Spo Siebporen (ca. 0,2-1um)

CC Geleitzelle

V Vakuole (blau)

N Zellkern der Geleitzelle

Aus: van Bel und Hess 2003

Die Triebkraft fur den Massenstrom wurde durch die Miinch-Hypothese beschrieben.
Demnach entsteht in den Beladungszonen (source) der Photoassimilate durch
passiven Wassereinstrom in die Siebelemente ein erhdohter Druck. Durch die Abgabe
der transportierten Carbohydrate im verbrauchenden Gewebe (sink) mit
entsprechendem passiven Wasserausstrom baut sich ein Druckgradient auf, der als
treibende Kraft zwischen source und sink wirkt (Minch 1930). Die Druckstromtheorie
von Minch konnte durch direkte Druckmessungen im Phloem mit Hilfe von

abgetrennten Blattlausstyletten experimentell bestétigt werden (Gould et al. 2005).
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In Poaceaen wurde bisher ausschliel3lich Saccharose als Transportzucker
identifiziert (Fukumorita und Chino 1982, Hayashi und Chino 1986, Winter et al.
1992). Die Beladung der Siebelemente in Gerste (Abb. 1.4) mit Saccharose erfolgt
apoplasmatisch (Evert et al. 1996, Botha und Cross 1997). Die Saccharose
diffundiert entlang eines Konzentrationsgradienten uber Plasmodesmen von den
Mesophyllzellen bis zum Siebelement-Geleitzellenkomplex. Dort erfolgt ein aktiver
Transport von Saccharose aus dem Apoplasten iiber einen membranstandigen H*-
Saccharose-Symporter in das Siebelement. Eine H'-ATPase liefert den dafiir
bendtigten Protonengradient (van Bel 2003). Der entsprechende Saccharose
Transporter (SUT, sucrose transporter) konnte zunéchst aus Spinat (Riesmeier et al.
1992, 1994) und spater aus Gerste isoliert werden (Weschke et al. 2000).

Abb. 1.4 Querschnitt durch ein Leitbindel der Gerste

a) Elektronenmikroskopische Aufnahme: LMV Metaxylem, PX Protoxylem, PP Meta- und
Protophloem, o dinnwandige Siebelemente mit angrenzender Geleitzelle, + dickwandige
Siebelemente, * Leitbiindelparenchymzelle, MS Leitbiindelscheidezelle, PS Parenchymatische
Leitbiindelscheidezelle, XP Xylemparenchym, Maf3stab 16,7um, (aus Evert et al. 1996)

b) Lichtmikroskopische Aufnahme nach Calcofluor white Farbung (B-Glucan Farbung). Zu
erkennen ist eine erhdhte Fluoreszenz der diinnwandigen Siebelemente (Pfeil), MalRstab 10um

10
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Die ebenfalls aus einer indqualen Teilung der Mutterzelle hervorgehenden
Geleitzellen Ubernehmen die metabolische und genetische Versorgung des
Siebelementes. Siebelement und Geleitzelle sind durch spezielle Plasmodesmen, die
so genannten PPUs (pore-plasmodesmata units), miteinander verbunden. Neben
den transportierten Zuckern, lonen, Lipidmolektlen, Aminosauren, Mineralien und
Phytohormonen lassen sich noch eine Vielzahl von Makromolekilen im
Siebrohrensaft finden, deren Funktion vermehrt Aufmerksamkeit findet. Dazu z&hlen
Proteine, Polypeptide und RNA-Spezies (van Bel 2003).

Besonders die Proteine konnten in letzter Zeit im grof3en Umfang identifiziert werden,
jedoch lies sich die mogliche Funktion meist nur Uber Datenbankhomologien
ableiten. Im Siebrohrensaft von Cucurbita konnten z.B. tUber 1100 Proteine aus
einem Datenbankvergleich mit Arabidopsis, Pappel und Reis identifiziert werden (Lin
et al. 2009). Phloemspezifische Transkriptionsprofile lassen ebenfalls auf mehr als
1000 verschiedene Transkripte im Siebrohrensaft von Melone schliel3en (Omid et al.
2007). Auch in Reis konnten bereits Uber 100 verschiedene Phloemproteine
identifiziert werden (Aki et al. 2008). In einer zweidimensionalen Auftrennung von
phloemspezifischen Proben aus Gerste konnten ebenfalls Gber 200 Proteinspots im
Proteingel aufgetrennt werden (Gaupels et al. 2008).

Durch die fehlende Syntheseleistung der Siebelemente missen die Makromolekile
Uber PPUs transportiert werden. Im Gegensatz zu Plasmodesmen in
Mesophyllizellen, die ein SEL (size exclusion limit) von <1KDa aufweisen (Derrick et
al. 1990), das unter dem Einfluss von viralen movement Proteinen auf bis zu 35KDa
erhoht werden kann (Fujiwara et al. 1993), konnte fur PPUs in Arabidopsis ein
Transport von 67KDa Molekilen ins Siebelement nachgewiesen werden (Stadtler et
al. 2005). Im Phloem von Cucurbita lassen sich sogar 200KDa grof3e Proteine finden
(Balachandran et al. 1997). Der Transport von Makromolekilen und dessen
Spezifitat werden derzeit noch diskutiert. Vermutlich sind Chaperone an der Faltung
von Proteinen beteiligt, wodurch ebenfalls ein selektiver Transport durch die PPUs
ermoglicht wird (Schobert et al. 1995, Aoki et al. 2002). Des Weiteren legen
Vergleiche von phloemspezifischen Transkriptionsprofilen nahe, dass die
Siebelemente eine sehr individuelle Makromolekilausstattung besitzen. So sind
beispielsweise photosynthetisch relevante Transkripte stark unterreprasentiert
(Doering-Saad et al. 2006, Omid et al. 2007).

11
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1.3.2 Signalmolektle und Langstreckentransport im Phloem

Trotz der umfangreichen Indizien, dass das Phloem essentiell fiir eine Verbreitung
eines systemischen Signals in Pflanzen ist, konnten bis heute nur wenige
Signalmolekule identifiziert werden, die zweifelsfrei im Phloem Uber gro3e Distanzen
transportiert werden und in systemischen Pflanzenteilen an einer SAR beteiligt sind
bzw. eine spezifische Reaktion im Zielgewebe vermitteln.

Der Transport des Polypeptids Systemin konnte anhand von **C-Markierungen im
Phloemexsudat von Tomatenpflanzen bewiesen werden (Pearce et al. 1991,
Narvaez-Vasquez et al. 1995). Systemin wird nach einer Verwundung, z.B. durch
Fral3feinde aus Prosystemin abgespalten und bewirkt eine Expression von
Proteaseinhibitoren, die Synthese von Jasmonsaure und die Produktion von H,O, im
Leitbindel. Hierbei wirkt H,O, als second messenger, welcher in Mesophyllzellen die
Expression von Abwehrgenen induziert (Orozco-Cardenas et al. 2001). Aktuellere
Ergebnisse legen nahe, dass eine Jasmonsaureproduktion an der
Verwundungsstelle essentiell flr eine systemische Signalierung ist und das Systemin
die Jasmonsauresynthese entlang der Transportroute im Leitbindel stimuliert (Li et
al. 2002).

Im Gegensatz zum Systemin, dessen Vorkommen zurzeit nur fir Solanaceen
nachgewiesen ist, wird Jasmonsaure auch in anderen Pflanzenspezies eine wichtige
Rolle in der Pathogenabwehr zugesprochen und als systemisches Signal diskutiert.
In Arabidopsis konnte AtPepl identifiziert werden, ein Polypeptid, das sehr dhnliche
Reaktionen wie Systemin (Aktivierung von Abwehrgenen, H,O, Synthese) vermittelt
und ebenfalls durch Verwundung und Jasmonsaure induziert wird (Huffaker et al.
2006).

Mit der Entdeckung des FT-Proteins (flowering locus T) konnte ebenfalls ein
phloemspezifisches Signal identifiziert werden. Der Transport des FT-Proteins erfullt
alle Kriterien eines Langstreckensignals und induziert im Sprossapex die
Blltenbildung in Abhangigkeit der Tageslange (Corbesier et al. 2007). Auch in Reis
konnte das orthologe Protein Hd3a, sowie in Gerste das orthologe Gen VRN3 zu FT
identifiziert werden (Tamaki et al. 2007, Yan et al. 2006).

Neben den Proteinen bzw. Polypeptiden konnten in den letzten Jahren verstarkt
RNA-Spezies identifiziert werden, die zur systemischen Signalvermittlung in Pflanzen
beitragen. Dabei konnte allerdings nur vereinzelt der Transport im Phloem gezeigt

werden. In Kartoffel wird z.B. die Knollenbildung (Banerjee et al. 2006), in Tomate
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und Arabidopsis die Blattentwicklung (Haywood et al. 2005) und in Kdurbis die
Entwicklung des Meristems (Ruiz-Medrano et al. 1999) udber systemisch
transportierte mMRNAs gesteuert. Zunehmend wurden auch pathogenrelevante RNAs
im Phloem verschiedener Pflanzenspezies identifiziert. Im Siebréhrensaft von
Cucurbita konnte z.B. die mMRNA des WRKY-Transkriptionsfaktors gefunden werden,
einem Protein, das auch in Gerste eine wichtige Funktion zur Abwehr von Bgh
zugeschrieben wird. Das WRKY-Homolog in Gerste ist ein negativer Regulator der
Pathogenabwehr und vermittelt vermutlich als Transkriptionsfaktor die Expression
von PR-1 Genen (Eckey et al. 2004). Aus der mRNA, die mit Hilfe von
phloemspezifischen Stylektomieproben der Gerste gewonnen wurde, konnte durch
einen cDNA-AFLP (cDNA amplified fragment length polymorphism) ein
pathogenrelevantes Homolog zu WIR1 (wheat Induced resistance 1) gefunden
werden (Gaupels et al. 2008). Fur WIR1 konnte bereits eine Hochregulierung nach
dem Befall von Weizen mit Puccinia striiformis (Gelbrost) und in Gerste nach Befall
mit Bgh gezeigt werden (Coram et al. 2010, Jansen et al. 2005, Douchkov et al.
2011). Ebenso konnte auch eine Pathogenrelevanz fir WIR1 nach dem Befall der
Gerste mit Rhopalosiphum padi festgestellt werden (Delp et al. 2009).

Wahrend sich die meisten Untersuchungen der letzten Jahre auf mRNAs zur
systemischen Signalierung beschréankten, konnten in letzter Zeit vermehrt sehr kurze
RNA-Spezies (smRNAs, small RNAs) in Siebelementen gefunden werden. Dazu
gehoren die miRNAs (microRNAs) und siRNAs (short-interfering RNAs). Uber eine
phloemspezifische Funktion ist derzeit wenig bekannt, jedoch konnte bereits eine
Regulierung fur miRNAs nach Stressbehandlung im Siebrohrensaft von Brassica
napus nachgewiesen werden (Buhtz et al. 2008).

In Arabidopsis konnte mit dem Lipid Transfer Protein DIR1 (defective in induced
resistance) ein Hinweis auf ein systemisch transportiertes Lipid gefunden werden.
Nach einer Infektion der dirl-Pflanze mit Pseudomonas syringae war eine lokale
Abwehr durch die Expression von PR-Transkripten festzustellen, jedoch konnte kein
SAR-Signal mehr tUbertragen werden. Allerdings konnte das im Phloem transportierte
Lipid noch nicht identifiziert werden (Maldonado et al. 2002).

Neben der systemischen Signalweiterleitung durch Makromolekille existierten in
Pflanzen auch elektrisch vermittelte Langstreckensignale. Anhand von
Mikroelektroden, die durch abgetrennte Mundwerkzeuge von Aphiden mit den

Siebréhren verbunden waren, konnten Aktionspotentiale im Phloem abgeleitet

13



Einleitung

werden. An der Entstehung von pflanzlichen Aktionspotentialen sind Calcium-,
Chlorid- und Kaliumionen beteiligt (Fromm und Bauer 1994). Neben dem vaskularen
Apoplasten konnte in Siebelementen das ER als alternative Quelle fur Calciumionen
gezeigt werden (Furch et al. 2009). Fur Aktionspotentiale der Gerste konnte bereits
eine Geschwindigkeit von 20-30cm/min ermittelt werden (Felle und Zimmermann
2007).

Neben dem Phloem erfillt auch das Xylem die Funktion als
Langstreckentransportbahn in Pflanzen. Ebenso kénnen Phloem und Xylem vernetz
sein, um eine systemische Verteilung von Signalen zu gewahrleisten. Aul3erdem
kann eine systemische Verteilung von Signalmolekilen durch volantile (gasformige)

Signalmolekule erfolgen (Heil und Ton 2008).

1.4 Die phloemspezifische Probengewinnung

Aufgrund der tief im Gewebe lokalisierten Siebelemente ist eine phloemspezifische
Probenentnahme generell problematisch. Als etablierte Methoden gelten die
Probenentnahme aus abgetrennten Mundwerkzeugen von phloemsaugenden
Insekten (Stylektomie), die erleichterte Exsudation mit EDTA aus abgetrennten
Pflanzenteilen und die direkte Entnahme von Siebrohrensaft, der in einigen
Pflanzenspezies nach Verwundung austritt. Die meisten phloemspezifischen
(Protein)-Untersuchungen beschranken sich auf Pflanzenspezies, die nach
Anstechen der Leitbindel bzw. der Durchtrennung der Sprossachse, spontan
Siebréhrensaft abgeben (Kehr 2006). Dazu gehodren z.B. Cucurbita (Haebel und Kehr
2001), Ricinus (Barnes et al. 2004) und Brassica napus (Giavalisco et al. 2006).
Gerste und andere Monokotyledonen zeigen keine spontane Abgabe von
Siebréhrensaft nach Verwundung, sodass hier auf die Stylektomie- oder EDTA-

Methode zuriickgegriffen werden muss.

1.4.1 Blattlausstylektomie

Bereits 1943 wurde eine Exsudation aus abgetrennten Mundwerkzeugen von
Schildlausen beschrieben (Yust und Fulton 1943) und die Methode 1977 durch die
Verwendung eines Hochfrequenzpulses zum Abtrennen der Mundwerkzeuge
entscheidend verbessert (Downing und Unwin 1977). In Abhangigkeit der GrolR3e der
Insekten finden ebenso Mikroscheren und Mikromesser sowie Festkérperlaser

Verwendung. Die Exsudationsdauer variiert in Abhangigkeit der verwendeten
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Pflanzen zwischen wenigen Minuten bis zu mehreren Tagen. Besonders in
Monokotylen ist eine relativ lange Exsudationsdauer zu erwarten (Fisher und Frame
1984). Vermutlich existieren in Siebelementen von Dikotyledonen effektivere
Verschlussmechanismen, die schnell wieder aktiviert werden, wenn kein
Aphidenspeichel mehr in das Siebelement abgegeben wird (van Bel 2006).
Normalerweise verhindert der wassrige Aphidenspeichel die Verschlussreaktion der
Siebelemente  wahrend der Nahrungsaufnahme. Vermutlich sind  hier
calciumbindende Proteine beteiligt, die ein Calciumsignal zum Verschluss durch
Phloemproteine unterbinden und den calciumabh&ngigen Verschluss der Siebplatten
durch Callosesynthase verhindern (Will et al. 2007). Mit Hilfe des Gelspeichels wird
zusatzlich die Einstichstelle des Stiletts an der Siebelementzellwand abgedichtet
(Will und van Bel 2006). Auch hier wird dem Influx von Calciumionen in das
Siebelement und einem Turgorverlust entgegengewirkt. Die zeitlich begrenzte
Probenentnahme aus abgetrennten Blattlausstyletten lasst sich ebenfalls mit der
Ablagerung von koagulierten Phloemproteinen im Nahrungskanal des Aphidenstiletts
erklaren (Tjallingii und Hogen-Esch 1993). Ein Nachteil der Stylektomiemethode liegt
im hohen Aufwand, insbesondere wenn die Probe zum Schutz vor Verdunstung unter
Ol gesammelt wird. Dies ermdglicht wiederum eine Volumen- und
Konzentrationsbestimmung der Probe. Ein weiterer Nachteil liegt in der schlecht
einschatzbaren Auswirkung der verwendeten Aphiden auf die Zusammensetzung
des Siebelementsaftes. Bisherige Untersuchungen zu den Auswirkungen von
Blattlausen und anderen phloemsaugenden Insekten belegen umfangreiche
Reaktionen der befallenen Pflanze, allerdings beruhen die meisten Untersuchungen

nicht auf einer phloemspezifischen Probenentnahme (Thompson und Goggin 2006).

1.4.2 Erleichterte Exsudation mit EDTA

Die erleichterte Exsudation mit EDTA wurde erstmals 1974 von King und Zeevaart
fur Untersuchungen des Zuckertransports beschrieben und angewandt (King und
Zeevaart 1974). In den 80er Jahren konnte die Calciumabh&ngigkeit der 1,3-[3-
Glucansynthase (Callosesynthase) und damit auch die hemmende Wirkung des
Komplexbildners EDTA auf den Verschluss von Siebplatten im Siebelement erklart
werden (Kauss et al. 1983). Fir die Probengewinnung wird die Sprossachse bzw.
das Blatt durchtrennt und die Schnittflache in einer EDTA-LOsung aufbewabhrt.

Methodisch bedingt ist wahrend einer Anreicherung von Siebelementsaften im
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Exsudationsmedium auch mit einer Kontamination aus den angeschnittenen
Zellschichten zu rechnen. Zudem wird eine membranschadigende Wirkung von
EDTA  vermutet, wodurch  zusatzlich mit einer  Anreicherung von
membrangebundenen Makromolekilen im Exsudationsmedium zu rechnen ist (Pate
1980, Girousse et al. 1991). Aufgrund des unbekannten Anteils von
Siebelementsaften im Exsudationsmedium lassen sich auflerdem keinerlei
Konzentrationsbestimmungen durchfihren. Dennoch konnte in einer vergleichenden
Untersuchung von Aminosaureprofilen aus Stylektomie- und EDTA-Proben der
Gerste eine gute Ubereinstimmung zwischen den beiden Methoden gefunden
werden (Weibull et al. 1990). Trotz der umfangreichen Untersuchungen auf
Aminosaureebene wurde die EDTA-Methode in der Vergangenheit nur vereinzelt und
nicht in Gerste zur Proteomanalyse des Phloems genutzt (Martenes und Grusak
1998; Hoffmann-Benning et al. 2002). Der Vorteil der erleichterten Exsudation mit
EDTA liegt damit hauptsachlich in der einfachen Anwendung zur Gewinnung einer
phloemspezifischen Probe. Zudem existieren fur viele Pflanzen kaum alternative
Methoden, wenn keine geeignete Pflanze-/Aphidenkombination fir die Stylektomie

verfugbar ist.
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1.5 Zielsetzung der Arbeit

Im methodischen Teil der Arbeit soll zunachst die phloemspezifische
Probengewinnung aus Gerste mit Hilfe der erleichterten Exsudation in Hinblick auf
proteinbiochemische Untersuchungen etabliert werden. Der Hauptvorteil liegt hierbei
in der relativ schnellen Probengewinnung. Aufl3erdem lassen sich mit der EDTA-
Methode Veranderungen in der Zusammensetzung des Siebrohrensaftes
ausschlie3en, welche mdoglicherweise durch die in der Stylektomie eingesetzten
Aphiden induziert werden. Anhand von eindimensionalen Proteingelen werden
verschiedene Bedingungen wie z.B. die EDTA-Konzentration, die Exsudationsdauer
und die Lichtbedingungen beurteilt. Parallel dazu wird die Probenentnahme mittels
Stylektomie erlernt, um ein zweifelsfrei phloemspezifische Referenzprobe zu
erhalten. Auch hier sollen verschiedene Parameter mit Hilfe von eindimensionalen
Proteingelen gepruft werden. Fur eine eindeutige Identifizierung von
Phloemproteinen aus der EDTA-Probe muss fur beide Sammelmethoden die
Probenvorbereitung fur eine zweidimensionale Proteintrennung optimiert werden.
Nach der Identifizierung von phloemspezifischen Proteinen der EDTA-Probe liegt der
Schwerpunkt auf Verdnderungen im Proteinmuster der Siebelemente nach
Mehltaubefall. Mit Hilfe der EDTA-Methode sollen mogliche Veranderungen zeitlich
eingeordnet und anschlieend mit der Stylektomiemethode reproduziert werden.
Durch eine lokal begrenzte Inokulation von Mehltau mit entsprechender
Probenentnahme soll aufRerdem zwischen lokalen und systemischen Effekten
unterschieden werden. Fur weitere Informationen (Aminosauresequenz, konservierte
Domanen, Literaturhinweise) ist eine Identifizierung der Proteine mittels
Massenspektrometrie noétig. In Abhangigkeit der verfigbaren Informationen kénnen
neue Experimente entwickelt werden, die eine funktionelle Einordnung von Proteinen
nach Mehltaubefall ermdglichen.

Neben dem Proteomschwerpunkt der Arbeit sollen weitere Verdnderungen in der
Zusammensetzung des Siebréhrensaftes nach Mehltaubefall untersucht werden.
Dazu gehotren beispielsweise Messungen von Zuckern, Phytohormonen und
pathogenrelevanten Enzymen. Aufgrund der geringen Probenmenge ist hier die
Empfindlichkeit der jeweiligen Messung zu beachten.

17



Material und Methoden

2 Material und Methoden

2.1 Pflanzenmaterial

Die verwendeten Gerstenpflanzen (Hordeum vulgare cv. Pallas, Pallas mlo5, Golden
Promise, Auriga) wurden in einem Substrat aus Komposterde, Torf und Sand im Verhéltnis
3:3:1 mit Zugabe von Mehrnéhrstoffdinger (Triabon 16-8-12-(+4), Compo) unter einer
Lichtintensitat von 180pmol m? s (Philips SON-T Agro 400, HRI-BT 400, Radium
Lampenwerk, Wipperfirth) 21 Tage (4-Blatt Stadium) in 300ml Tépfen angezogen. Die
relative Luftfeuchte betrug 70%. Die Lichtphase dauerte 16h/Tag bei einer Temperatur von
20°C. Wahrend der Dunkelphase betrug die Temperatur 18°C.

2.2 Aphidenzucht

Die verwendeten Blattlause (Rhopalosiphum padi, R.padi) wurden auf dem Gerstenkultivar
Golden Promise oder Auriga unter 60pmol m? s* Dauerlicht (HRI-BT 400, Radium
Lampenwerk, Wipperfurth) geziichtet. Um mdéglichst grof3e Blattlause zu erhalten, die sich
einfacher kauterisieren lassen, wurden die Blattlauskolonien ca. 1 Woche vor der
Verwendung fiur die Blattlausstylektomie auf neue Gerstenpflanzen umgesetzt. Dies
reduzierte aul3erdem die Anzahl von Exuvien auf den Pflanzen, die aufgrund von
maoglichen Verunreinigungen nicht in die Sammelkafige (siehe 2.5) eingebracht werden

sollten.

2.3 Inokulation mit Blumeria graminis

Fur die Inokulation der Versuchspflanzen wurden Konidiosporen des echten
Gerstenmehltaupilzes Blumeria graminis f.sp. hordei der Rasse A6 verwendet. Dieser
wurde vom Institut fir Phytopathologie und Angewandte Zoologie der JLU GielRen (AG
Kogel) zur Verfigung gestellt. Die Anzucht des Mehltaupilzes erfolgte in einem
Klimaschrank (Inculight 400, Schitt Labortechnik GmbH, Géttingen) bei 18°C mit einer
Lichtphase von 16h und einer relativen Luftfeuchte von 60%-65% auf dem anfalligen
Gerstenkultivar Golden Promise. Nach einer Inokulation der 7-10 Tage alten Pflanzen
konnten die Konidiosporen nach ca. einer Woche zur Inokulation der Versuchspflanzen
verwendet werden. Die Sporen wurden dazu gleichmaRig tber den Versuchspflanzen
abgeschuttelt. Fur die Kontrolle stand ein weiterer Klimaschrank mit identischen
Bedingungen zur Verfigung. Zur Bestimmung von systemischen Effekten im Phloem der
Gerste wurden die Mehltausporen nur auf definierte Bereiche der Versuchspflanzen
inokuliert. Dazu wurden nur die Blattspitzen der 2., 3. und 4. Blatter oder ausschlief3lich
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das 2. Blatt inokuliert, wahrend die restlichen Pflanzen in einer geschlossenen
Styroporbox verblieben. Ein sporendichter Ubergang zur AuRenseite wurde mit einer
doppelten Schaumstoffdichtung realisiert (Abb. 2.1 a, b). Nach der Behandlung konnten an
den Blattern keine Druck- oder Knickstellen festgestellt werden. Die inokulierten

Versuchspflanzen verblieben 2-3h (Bildung des priméaren Keimschlauches) in den

Inokulationsboxen.

Abb. 2.1 a) Doppelte Schaumstoffdichtung der Inokulationsbox fur eine ausschlie3liche Inokulation
der Blattspitzen b) Ubergang der Blattspitzen zur AuRenseite der Inokulationsbox ¢) Uberprifung der
Effektivitat der Schaumstoffdichtung nach einer Inokulation der Blattspitzen. Zu erkennen ist die
Ausbildung des Mycels am Ubergang zur AuRenseite (Pfeile) der Inokulationsbox. d) Anfarbung der
Mehltausporen zur Bestimmung der Inokulationsdichte. (*1 primarer Keimschlauch, *2 sekundarer
Keimschlauch mit Appressorium)

Vor der Entnahme der Pflanzen aus der Inokulationsbox wurde einer Infektion der
restlichen Teile der Pflanzen durch ein Abpusten (Abzug) der Uberschissigen Sporen
entgegengewirkt. Zusatzlich wurde die Effektivitat der Schaumstoffdichtung Uberpruft,
indem stichprobenartig einige Versuchspflanzen bis zur deutlichen Ausbildung des Mycels
aufbewahrt wurden. Hierbei konnte an den Pflanzenteilen, die wéahrend der Inokulation
durch die Box geschitzt waren, keine Mycelbildung festgestellt werden (Abb. 2.1 c).

Ebenfalls stichprobenartig wurde die Inokulationsdichte ausgewertet. Dazu erfolgte eine
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Farbung der Sporen nach Bildung des primaren und sekundaren Keimschlauches (Abb.
2.1d).

2.4 Anfarbung der Mehltausporen zur Bestimmung der Inokulationsdichte

Um die Inokulationsdichte zu bestimmen, wurden 2-3 Blatter aus einem Versuchsansatz 1-
2 Tage entfarbt und anschlieBend 5min in essigsauerer Tinte gefarbt (Abb. 2.1 d).
Anschlie3end wurde die Sporendichte mit Hilfe eines Leica DM LB2 Mikroskops (Leica
Mikrosysteme, Wetzlar) auf einer Flache von 1mm? ausgezahlt. Die Inokulationsdichte

betrug dabei zwischen 50 und 80 Mehltausporen/mm?.

Entfarbeldsung:

150mg Trichloressigsaure (Merck KGaA, Darmstadt)
75ml Ethanol (Roth GmbH & Co KG. Karlsruhe)

25 ml Chloroform (Roth)

Farbeldsung:
10ml Blaue Tinte (Pelikan 4001)
90ml Essigsaure 20 % (Merck)

2.5 Stylektomie

Als Stylektomie bezeichnet man die Probensammlung aus abgetrennten Mundwerkzeugen
von phloemsaugenden Insekten. Zur Vorbereitung fir die Probenentnahme aus dem
Gerstenphloem wurde das 2. Blatt der Versuchspflanzen mit Klebeband vorsichtig auf
individuell angefertigte Kunststoffhalterungen (Abb. 2.2 a, c) befestigt. Diese ermoglichen
eine 360° Drehung unter dem Binokular. Damit waren die Mundwerkzeuge, unabhangig
von der Ausrichtung der Blattlause, von allen Seiten zuganglich. Um ein Sammeln der
Probe unter Ol zu ermdglichen, wurden Sammelkafige (Plastikringe mit einem
Durchmesser von 0.5cm bis 1,0cm und einer Hohe von 1,6mm, Abb. 2.2 a, b) mit einem
I6sungsmittelfreien Klebstoff (Henkel) auf die Versuchspflanzen geklebt und zusétzlich von
aulRen mit dem Kleber abgedichtet. Die Blattlause (R.padi) wurden mit Hilfe eines weichen
Pinsels von den Pflanzen gesammelt, in die Sammelkafige gesetzt und diese mit einem
Plexiglasplattchen verschlossen. Um eine sichere Nahrungsaufnahme der Aphiden aus
dem Phloem zu gewahrleisten, verblieben die Blattlause U.N. auf den Versuchspflanzen.
Am nachsten Tag wurden die Mundwerkzeuge der Blattlause mit Hilfe eines Binokulars
(20-40fache VergroRerung) und einem Mikrokauterisierungsgerat CA-50 (Syntech,
Hilversum, Niederlande) durchtrennt. Dabei wird mit Hilfe eines Mikromanipulators die

Wolframspitze (Brady 1965) des Mikrokauterisierungsgeréates an das Labium der Blattlaus
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gefuhrt (Abb. 2.2 d) und sofort nach Kontakt ein elektromagnetischer Impuls von 0,2
Sekunden ausgelost. Durch den resultierenden Hitzereiz am Ubergang zu den
Mundwerkzeugen wird das Blattlausstilett (Mandibeln und Maxillen) durchtrennt.
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Abb. 2.2 a) Montage der Blatter und Blattlauskéafige b) Blattlause im Sammelkafig ¢) Ubersicht
Stylektomie Arbeitsplatz d) Wolframspitze des Mikrokauterisierungsgerates e) Exsudierende
Blattlausstylette f) Absaugen der Probe mittels Mikrokapillare

Im Idealfall zieht die Blattlaus das meist nicht vollstandig durchtrennte Labium Uber das in
der Pflanze bzw. im Siebelement verbleibende Stilett zuriick und es kommt zu keiner
Verunreinigung der Probe durch Hamolymphe. Nach dem Abtrennen der Stilette wurden
die Blattlause entfernt und der Sammelkafig mit Silikonél M200 (Roth) gefullt. Ein zlgiges
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Arbeiten verhindert hierbei den frihzeitigen Verschluss der Stilette durch den
Siebrohrensaft, der unter Luftkontakt koaguliert. Der austretende Siebrohrensaft bildete in
den nachsten Stunden eine gut sichtbare Blase unter dem Silikondl (Abb. 2.2 e), die mit
Hilfe eines weiteren Mikromanipulators und einer Absaugvorrichtung (10ml Einwegspritze)

mit einer Glaskapillare (Abb. 2.2 f) abgesaugt wurde.

2.6 Erleichterte Exsudation mit EDTA

Wiéhrend der erleichterten Exsudation mit EDTA verhindert der Ca*-Komplexbildner
EDTA den calciumabhangigen Wundverschluss der Siebelemente (King und Zeevaart
1974). Die Gerstenpflanzen wurden mit Hilfe einer Schere 1cm uber der Erde
abgeschnitten, das seneszente 1. Blatt entfernt und sofort mit der Schnittflache in ein 1l
Becherglas mit 1000ml 5mM EDTA pH7,3 (KOH) uberfihrt und mit Hilfe einer Rasierklinge
unter der EDTA-LOsung in einer Lange von 2cm erneut abgeschnitten. AnschlieRend
wurden die Pflanzen in einem 1l Becherglas mit 100ml 2,5mM EDTA-L6sung pH 7,3
(KOH) zwischengelagert, bis alle Pflanzen auf diese Weise verarbeitet waren. Zusatzlich
wurden die verwendeten Frischgewichte der unbehandelten und der behandelten Pflanzen
auf den gleichen Wert eingestellit.

Abb. 2.3 a) Erleichterte Exsudation mit EDTA in wasserdampfgesattigter Atmosphare (Glaszylinder)
fur die Probengewinnung zur zweidimensionalen Proteinauftrennung. b) Probenentnahme fir die
SDS-PAGE und Zuckeranalysen
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Fur eine zweidimensionale Proteintrennung mit anschliel3ender Silberfarbung wurden ca.
60 Pflanzen verwendet. Nach der Vorbereitung wurden die Pflanzen auf drei 50ml
Falcontubes mit je 8ml 2,5mM EDTA-L6sung pH 7,3 (KOH) verteilt. Die Exsudation wurde
in wasserdampfgesattigten Glaszylindern (Abb. 2.3), die luftdicht mit Parafilm
verschlossen wurden, Uber einen Zeitraum von 6h durchgefuhrt. Nach der Exsudation
wurde die verbleibende EDTA-LOsung vereinigt und mit Hilfe eines Sterilfilters (Rotilabo,
0,45um PVDF, Roth) in 20ml Falcontubes bis zur weiteren Verwendung bei -40°C
eingefroren. Trotz einer wasserdampfgesattigten Atmosphare wahrend der Exsudation
reduzierte sich das eingesetzte Exsudationsmedium von 24ml auf ca. 16ml-20ml. Fir die
Probengewinnung der SDS-PAGE und Zuckeranalysen wurden 2ml Eppendorf
Reaktionsgefalle mit je 1ml EDTA-LAsung verwendet (Abb. 2.3 b)

2.7 Probenaufbereitung der Proteine aus Exsudationsmedien

Um ein geeignetes Probenvolumen fur die Proteinfallung zu erreichen, wurde das
Exsudationsmedium in Vivaspin®2-Filtereinheiten (Sartorius GmbH, Géttingen) mit einer
Porenausschlussgréfie von 3KDa in einer Kuhlzentrifuge 5810R (Eppendorf AG,
Hamburg) bei 8°C auf 100ul-200ul eingeengt, mit 1ml Millipore H,O gewaschen und
erneut auf 100ul-200ul eingeengt. Eine Vorbehandlung der Filtermembran mit 5% Tween-
20 nach Herstellerangabe wirkte sich gunstig auf einen schnellen Durchfluss und auf eine
reduzierte Bindung von Proteinen an die Membran aus. Trotzdem betrug die
Einengungszeit des Exsudationsmediums mindestens 10h. Anschlie3end erfolgte eine
Chloroform-Methanol-Fallung der Proteine nach Wessel und Fligge (1984). Das erhaltene
Proteinpellet wurde ca. 3min in einem Rotations-Vakuum-Konzentrator RVC 2-25 (Christ
Gefriertrocknungsanlagen GmbH, Osterrode) getrocknet.

2.8 Proteinextraktion aus Gerste

Die Proteinextraktion aus Blattmaterial erfolgte leicht modifiziert nach Rampitsch et al.
2006. Fur die Extraktion wurden ca. 400mg Blattmaterial im Morser (vorgekunhlt) mit
flussigem Stickstoff und wenig Sand fein zerrieben, davon ca. 200mg in ein 2ml Eppendorf
Reaktionsgefald mit 1ml Aceton, 10% TCA (w/v), 0,07% DTT (w/v) Uberfuhrt, gevortext und
U.N. bei -18°C gelagert. Am nachsten Tag wurde das Pellet bis zur Farblosigkeit (5-7mal)
in jeweils 1ml Aceton, 0,07% DTT (w/v) gewaschen und 10min mit 20000g bei 4°C
(Micro22R, Hettich) pelletiert. Uberschiissiges Aceton wurde verworfen und das Pellet im
Rotations-Vakuum-Konzentrator RVC 2-25 getrocknet. Nach Zugabe von 500ul IEF-Puffer
(ohne Bromphenolblau, siehe 2.8) und nachdem 2h geschittelt wurde (IKA-Vibrax VXR,
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Janke & Kunkel) konnten die Zelltrimmer bei 20000g/30min pelletiert werden und der
Uberstand mit den gelosten Proteinen abgenommen werden. Die
Gesamtproteinbestimmung erfolgte nach Anleitung mit Hilfe des 2D-Quant-Kit® (GE
Healthcare GmbH, Miinchen) mit einem SmartSpec® Plus-Photometer (Biorad, Hercules,
USA).

2.9 SDS-PAGE

Fur eine Trennung der Proteine, die mit Hilfe der Stylektomiemethode gewonnen wurden,
konnte das geringe Probenvolumen ohne weitere Aufbereitung mit der gleichen Menge
Probenpuffer Roti-Load1® (Roth) vermischt werden. Fiir die Auftrennung der Proteine aus
der erleichterten Exsudation mit EDTA wurde entweder das Pellet der Chloroform-
Methanol-Fallung oder ein geeignet geringes Volumen des eingeengten
Exsudationsmediums mit Probenpuffer vermischt. Die Auftrennung der Proteine erfolgte

nach Laemmli (1970) in einem Biorad MiniProtean® System.

12,5% Trenngel:

4,2ml 29:1 Acrylamid/Bisacrylamid (Roth)

3,195ml Millipore H,0

2,5ml 1,5M 4x Tris-Gelpuffer pH8,8 (HCI) 0,4%(w/v) SDS
80ul APS 10% (w/v)

8ul TEMED (Roth)

4% Sammelgel:

1,33ml 29:1 Acrylamid/Bisacrylamid (Roth)

6,06ml Millipore H,0

2,5ml 0,5M 4x Tris-Gelpuffer pH6,8 (HCI) 0,4%(w/v) SDS
80ul APS 10% (w/v)

8ul TEMED

10x Laufpuffer:
0,25M Tris
1,92M Glycin
1% SDS

2.10 Isoelektrische Fokussierung

Fur die zweidimensionale Auftrennung der Proteine wurde das unter 2.7 bzw. 2.8
erhaltene Proteinpellet in 130ul IEF-Puffer nach Méchin et al. (2003) aufgenommen und 2-
4h mit Hilfe eines Schittlers (IKA GmbH & CO KG, Staufen) geschuttelt und vor der
Rehydrierung der IPG-Gele (Biorad, pH5-8, 7cm) kurz anzentrifugiert.
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|IEF-Puffer nach Méchin et al. (2003):

2% CHAPS (3-[(3-Cholamidopropyl) Dimethylammonio]-1-Propansulfonat), (Roth)
2% SB 3-10 (N-Decyl-N,N-Dimethyl-3-Ammonio-1-Propan-Sulfonat), (Sigma-Aldrich)
20mM DTT (Dithiothreitol), (Roth)

5mM TCEP (Tris (2-Carboxyethyl) Phosphin Hydrochlorid), (Sigma-Aldrich)

0,5% (v/v) Ampholyte pH4-6 (Biorad)

0,25% (v/v) Ampholyte pH3-10 (Sigma-Aldrich)

5M Harnstoff

2M Thioharnstoff

Bromphenolblau (hach Bedarf)

Die Rehydrierung der IPG-Gele erfolgte U.N. unter Parafindl. Am nachsten Tag wurden die
Proteine nach folgendem Programm fokussiert.

IEF-Programm:
250V 20min

500V 90min

1000V linear 20min
1000V 60min
3000V 12000V/h

Nach der IEF der Proteine wurde das Parafindl mit Millipore H,O vom IPG-Gel gewaschen
und das IPG-Gel je 10min in Equilibrierungspuffer A und Equilibrierungspuffer B

geschwenkt.

Equilibrierungspuffer:

50mM Tris, pH8,8 (HCI)

4% (w/v) SDS

20% (v/v) Glycerin

Bromphenolblau bis zur gewlnschten Farbung

+50mg DTT/5ml Equilibrierungspuffer vor Verwendung zusetzten, ergibt
Equilibrierungspuffer A

+63mg IAA/Sml Equilibrierungspuffer vor Verwendung zusetzten, ergibt
Equilibrierungspuffer B

Die Gelstreifen wurden nun mit 1x Laufpuffer gewaschen, vorsichtig getrocknet, zwischen
die Glasplatten des mit Trenngel vorbereiteten Trennsystems montiert und mit der
Sammelgelldsung luftblasenfrei eingegossen. Durch eine erhéhte TEMED Menge von
3,6ul/1,8ml Sammelgellésung polymerisierte das Sammelgel in wenigen Minuten aus. Als
Marker diente 0,25ul des Proteinstandards (Biorad, Precision-Plus®) der zuvor auf ein
2mmx5mm grol3es Filterpapier pipettiert und getrocknet wurde. Der Proteinstandard wurde

in die noch flissige Sammelgellésung an der sauren Seite des IPG-Gels (pH5) platziert.
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Nach dem Aufflllen der Gelkammer mit 1x Laufpuffer wurden die Proteine bis zum

Auslaufen der Laufmittelfront mit konstant 16mA/Gel getrennt.

2.11 Farbung der Proteingele

Die Farbung der Gele erfolgte entweder nach einem durch Dr. Martin Guttenberger
modifizierten Protokoll (personliche Mitteilung) einer Silberfarbung nach Poehling und
Neuhoff (1981) oder mit Hilfe des massenspektrometriekompatiblen
Fluoreszenzfarbstoffes Flamingo® Protein Stain (Biorad). Alle Schritte wurden auf einem
Schdttler (Polymax 1040, Heidolph) durchgefihrt.

Silberfarbung nach Poehling und Neuhoff (modifiziert):

- Fixieren in 50% Methanol, 10% Essigsaure 30min
- Waschen in 5% Methanol, 7% Essigsaure 30min
- Waschen in Millipore H,O 1min

- Fixieren in 7,1% Glutaraldehyd 1h

- Waschen in 5% Methanol, 7% Essigsaure U.N.

- Waschen in Millipore H,O 3x5min

- Farben in Losung A 1h

- Waschen in Millipore H,0 3x5min

- Entwickeln in L6sung B nach Bedarf

- Stoppen in Millipore H,O

LOosung A:
7,6ml NaOH 1%

13,4ml Millipore H,O

1,4ml NH3 (25%)

1,6mI AgNO3 20% (w/v) tropfenweise zugeben
Auf 100ml auffillen

LOsung B:
80ml H,O

100pl Zitronensaure 1% (w/v)
5ul Formaldehyd (37%)

Fluoreszenzfarbung:

- Fixieren in 40% Ethanol (v/v), 10% Essigsaure (v/v) 3h
- Farben in 50ml 10% (v/v) Flamingo Protein Stain (Biorad) U.N.
- Waschen in Millipore H,0 30sec
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2.12 Auswertung der Proteingele

Die Dokumentation der Silber gefarbten Gele erfolgte mit einem Gel-DocXR®-System
(Biorad) unter Weildlicht. Fur die Dokumentation der mit Fluoreszenzfarbstoff gefarbten
Gele, wurde ebenfalls mit dem Gel-DocXR-System, eine 280nm UV-Licht Anregung und
ein 590nm Bandpass-Filter verwendet. Die digitalisierten eindimensionalen Proteingele
wurden mit der Analyse Software QuantityOne® (Biorad) ausgewertet. Fiir die Auswertung
der zweidimensionalen Proteingele stand die Software PDQuest-Basic® (Biorad) zur

Verfligung.

2.13 Zuckeranalyse mit Hilfe von High Performance Liquid Chromatographie (HPLC)
Stylektomieproben konnten ohne weitere Behandlung in 600ul Millipore H,O
aufgenommen werden. Durch die hohe Empfindlichkeit der Messung konnte ab einer
Probenmenge von ca. 0,3ul Siebréhrensaft eine Bestimmung der Zucker durchgefihrt
werden. Die Vorbereitung der Pflanzen fir eine Analyse der Zucker im
Exsudationsmedium erfolgte wie unter 2.6 beschrieben. Abweichend davon wurden jedoch
nur 1-3 Gerstenpflanzen (21d) in 1ml Exsudationsmedium pro Messung verwendet. Nach
der erleichterten Exsudation mit EDTA wurde das Exsudat mit 25mg Polyclar (Serva,
Heidelberg) gekocht (10min) und auf Eis abgekuhlt. Anschliel3end erfolgte eine 10min
Zentrifugation bei 1000g (Mikro22R, Hettich GmbH & Co.KG,
Tuttlingen). 0,6ml des Uberstandes wurden fir die HPLC-Analyse abpipettiert. Die
Trennung der Proben erfolgte in einer CarboPac® PA20 Saule (250mm L&nge, 3mm
Durchmesser) im HPLC DX 500 System (Dionex, Sunnyvale, USA). Als Zuckerstandard
diente eine LOsung aus je 10mg/l Myoinositol, D(+)-Trehalose, D(+)-Glucose, D(-)-
Fructose, D(+)-Saccharose, (D+)-Melizitose-Monohydrat, D(+)-Raffinose-Pentahydrat und
Stachyose-Trihydrat (Fluka GmbH, Buchs, Schweiz).

2.14 Analyse und Identifizierung von Proteinspots

Aufgrund der geringen Proteinmengen wurde fir die praparativen Gele das
Exsudationsmedium aus ca. 120 Pflanzen verwendet. Diese Gele wurden mit dem
massenspektrometriekompatiblen Fluoreszenzfarbstoff Flamingo Protein Stain wie unter
2.11 beschrieben gefarbt. Die ausgestanzten Proteinspots wurden am Institut far
medizinische Biochemie der Justus-Liebig-Universitat Giel3en identifiziert. Dort erfolgten 3
X 15 min. Waschschritte in 100ul 50mM Ammoniumhydrogencarbonatlésung mit einem
50% Acetonitril Volumenanteil mit einer anschlieRenden Vakuumtrocknung. Der Verdau

der Proteine erfolgte U.N. in 50ul 25mM Ammoniumhydrogencarbonat Lésung mit 0,5ug
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Trypsin (Promega, Mannheim). Das Gelmaterial wurden anschlieBend in 10ul 0,1%
Trifluoressigsaure aufgenommen und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert. Die
MALDI-TOF  (Matrix-assisted laser desorption/ionization — time of flight)
Massenspektrometrie erfolgte an einem Ultraflex®l Massenspektrometer (Bruker Daltonics,
Bremen). Die Identifizierung der Proteine  erfolgte mittels MASCOT

(http://www.matrixscience.com) mit Hilfe der NCBInr Datenbank.

2.15 Methyljasmonatbehandlung

Die Behandlung der Gerstenpflanzen mit Methyljasmonat erfolgte durch Bespriuhen aller
Blatter mit 100uM Methyljasmonatlésung (Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen) mit einem
Anteil von 0,1% (v/v) Tween-20 fir eine bessere Benetzung der Blatter. Die Kontrolle

wurde mit der entsprechenden Tween-20 Lésung ohne Methyljasmonat behandelt.

2.16 DCINA-Behandlung

Wegen der schlechten Ldslichkeit in  Wasser wurden 100mg DCINA (2,6-
Dichlorisonikotinsaure  (Sigma-Aldrich) in  1ml Dimethylformamid vorgelést und
anschlieBend mit 500ml Leitungswasser aufgefillt. Fir eine Konzentration von 10ppm in
der Anzuchterde wurden die Gerstenpflanzen in 300ml Anzuchttépfen mit 15ml der
Losung gegossen. Die Kontrollpflanzen wurde mit der entsprechenden
Dimethylformamidldsung ohne DCINA behandelt.

2.17 Bestimmung der Peroxidaseaktivitat von Stylektomieproben

Zur Bestimmung der Peroxidaseaktivitat im Siebrohrensaft der Gerste wurde jeweils 1pl
einer Stylektomieprobe auf eine Cellulosenitrat E Membran (Schleicher & Schill GmbH,
Dassel) aufgetragen. Als Positivkontrolle diente 0,25ul verdiinnte Meerrettich-Peroxidase
(horseradish peroxidase, HRP). Nach dem Auftragen der Proben wurde die Membran in
einer Losung aus 50mM Tris-HCI (pH8), 10mM (NH4)2S0O4, 10mM Ni (SO4)2, 0,02% 30%
H,O, (frisch zusetzten) und 0,25% DAB (frisch zusetzten) unter leichter Bewegung
inkubiert. Das DAB (Diaminobenzidin) polymerisiert in der Anwesenheit von Peroxidase zu
einem schwarzen Niederschlag. Nach ca. 3min Entwicklungszeit erfolgte die

Dokumentation, mit Hilfe des Gel-DocXR-Systems, unter Weil3licht.

2.18 Bestimmung des Zellwandanteils nach Befall mit Bgh
Mit Hilfe der Bestimmung des Zellwandanteils im Verhaltnis zur eingesetzten Frischmasse

sollten systemische Effekte im Zusammenhang mit Zellwandverstarkungen zur
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Pathogenabwehr nachgewiesen werden. Dabei wurde ausschlie3lich das 2. Blatt der
Gerstenpflanzen, wie unter 2.3 beschrieben, inokuliert. 48h nach Befall mit Bgh wurden
aus dem 2., 3. und 4. Blatt der Pflanzen definierte Blattstiickchen aus der Mitte der
jeweiligen Blatter geschnitten, in Eppendorf Reaktionsgefal3e tUberfihrt und das Gewicht
mit Hilfe einer Feinwaage bestimmt. Das Leergewicht der Eppendorf-Reaktionsgefalle
(RG) wurde ebenfalls bestimmt. Nach der Zugabe von 1,5ml 80% Ethanol wurden die
Blattsttickchen fur 5min auf ca. 80°C erhitzt und G.N. bei 70°C getrocknet. Am né&chsten
Tag wurde die Trockenmasse der einzelnen Blattstickchen bestimmt. Der Anteil der

Zellwand wurde nach folgender Formel bestimmit.

(Trockenmasse + Leergewicht RG) - Leergewicht RG
(Frischmasse + Leergewicht RG) - Leergewicht RG

Zellwandanteil (%) =

2.19 HPLC der l6slichen Phenolsauren

Die Behandlung des Gerstenkultivars Pallas mlo5 mit Mehltausporen erfolgte wie unter 2.3
beschrieben. 48h nach Inokulation des 2. Blattes wurden jeweils die 2. ,3. und 4. Blatter
der befallenen Pflanzen sowie die entsprechenden Blatter der Kontrolle geerntet und
sofort in flussigem Stickstoff bis zur Verwendung gefroren. Nach einer Trocknung der
Blatter in einer Gefriertrocknungsanlage (Alpha 1-4, Christ) wurde das Gewicht der Proben
bestimmt. Anschliel3end wurden die Proben 5min in einem TissueLyser (Qiagen, Hilden)
mit 30 Bewegungen/s zerkleinert. Die Extraktion der Phenolsauren erfolgte mit 80%
Methanol und jeweils 1ml Volumen nach Eynck et al. (2009). Nach Vereinigung der
Uberstande erfolgte eine Zentrifugation zur Sedimentierung restlicher Zelltrimmer. Aus
den Uberstanden wurde je 1ml zur weiteren Verarbeitung abpipettiert und mit einem
Standard (20ug Gallussaure) vermischt. Je 10ul wurden anschliel3end in einem HPLC-
System (Merck) analysiert. Die Trennung der Proben erfolgte in einer CC250-4 Nucleodur
Sphinx RP 250 Saule mit 4mm Lange und 5um PorengréRe (Machery & Nagel, Diren).
Als Elutionsmittel wurden 4,5% (v/v) Ameisensaure (Merck) und Acetonitril (Roth) in
folgender Abfolge verwendet.

0-19min 95% Ameisensaure

20-29min 5% Acetonitril

30-49min 75% Ameisensaure / 25% Acetonitril
50min 2% Ameisensaure / 98% Acetonitril

Mit Hilfe des Gallussaurestandards erfolgte die Umrechnung der Daten aus den einzelnen
Retentionszeiten in pg/ml Methanol-Extrakt und die Verrechnung der eingesetzten

Trockenmassen der einzelnen Proben.
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3. Ergebnisse

3.1 Vergleich und Optimierung der phloemspezifischen Probenentnahme aus
Gerste

Im methodischen Teil der Arbeit (3.1) wurde zunachst die phloemspezifische
Probenentnahme aus Gerste etabliert. Besonders die erleichtere Exsudation mit
EDTA wurde in der Vergangenheit nur vereinzelt fur vergleichende Proteingele
verwendet. Neben der Probenentnahme mittels Aphidenstylektomie, die als Referenz
fur die Phloemspezifitat anzusehen ist, sollte die einfache Anwendung der EDTA-
Methode genutzt werden. Neben den Vorteilen der EDTA-Methode wurde auch der
prinzipbedingte und kontrovers diskutierte Verunreinigungsgrad der EDTA-Methode
im methodischen Teil der Arbeit untersucht. Des Weiteren wurde fur beide
Probenentnahmetechniken eine zweidimensionale Gelelektrophorese etabliert. Diese
ermdglichte einen genauen Vergleich der EDTA- und Stylektomiemethode auf

Proteinebene.

3.1.1 SDS-PAGE von EDTA-Proben

Zuerst wurde der Einfluss der EDTA-Konzentration im Exsudationsmedium
untersucht. Im Originalprotokoll von King und Zeevaart (1974) wurde eine 20mM
EDTA-Konzentration im  Exsudationsmedium  verwendet.  Aufgrund  von
Literaturhinweisen uber die membranschadigende Wirkung von EDTA (Girousse et
al. 1991) war jedoch bei steigender EDTA-Konzentration mit einer erhdhten
Kontaminierung von nicht-phloemspezifischen Proteinen zu rechnen, die z.B. aus der
Plasmamembran der angeschnittenen Zellschichten freigesetzt werden kénnen. In
der Auftrennung der Proteine aus dem Exsudationsmedium konnte mit einer EDTA-
Konzentration von 2,5mM und 5mM eine quantitativ sehr &hnliche Proteinmenge bei
konstantem Bandenmuster erzielt werden (Abb. 3.1 d, e). Mit einer Konzentration von
OmM EDTA und der verwendeten Schnittflache von 3 Gerstenpflanzen waren keine
Proteine in der Auftrennung nachweisbar (Abb. 3.1 a). Fur die folgenden Versuche
wurde deswegen eine Konzentration von 2,5mM EDTA im Exsudationsmedium

verwendet.
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100kDa
79kDa

Abb. 3.1: SDS-PAGE und Silberfarbung von EDTA-
Proben mit unterschiedlichen EDTA-
Konzentrationen im Exsudationsmedium.

a) Protein-Standard, b) OmM EDTA, c) 1ImM EDTA,
d) 2,5mM EDTA, e) 5mM EDTA (jeweils pH 7,0)
Jede Probe wurde aus 3 Pflanzen (14d) Hv. cv.
Pallas mit einer Exsudationsdauer von 6h
gewonnen.

S0kDa

37kDa

25kDa

20kDa

15kDa

3.1.2 SDS-PAGE von Stylektomieproben

Mit Hilfe der Blattlaus-Stylektomie wurden phloemspezifische Referenzproben fir
einen Vergleich mit EDTA-Proben gewonnen. Vereinzelt lieferten die abgetrennten
Stilette der Aphiden Uber einen Zeitraum bis zu 3 Tagen Siebrohrensaft. In der
Auftrennung dieser Proben (Abb. 3.2) lasst sich ein sehr konstantes Bandenmuster
mit einer leichten Abnahme der Proteinkonzentration nach 24h feststellen. Aufgrund
der Seltenheit einer entsprechend langen Exsudationsphase wurden jedoch keine
Proben Uber einen Zeitraum von 24h hinaus nach Abtrennung der Stilette verwendet.

100kDa

75kDa

50kDa |
37kDa |

20kDa “ —

Abb. 3.2: SDS-PAGE und Silberfarbung von Proteinen aus Stylektomieproben die zu
unterschiedlichen Zeitrdumen aus identischen Stiletten gewonnen wurden. a) Protein-
Standard b) 6ul Stylektomieprobe (Probenentnahme 0-6h nach Kauterisierung) c) 6ul
Stylektomieprobe (Probenentnahme 6-24h nach Kauterisierung d) 6ul Stylektomieprobe
(Probenentnahme 24-48h nach Kauterisierung e) 6ul Stylektomieprobe (Probenentnahme 48-
72h nach Kauterisierung).
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3.1.3 Vergleich der Proteintrennungen aus EDTA- und Stylektomieproben

Nach einer gemeinsamen SDS-PAGE von Proteinen aus EDTA- und
Stylektomieproben wurden die Proteinbanden mit Hilfe des Programms QuantityOne
zugeordnet (Abb. 3.3). Insbesondere im niedermolekularen Bereich zwischen 15-
37KDa ergab sich eine gute Ubereinstimmung zwischen EDTA- und
Stylektomieprobe (Abb. 3.3 b, c, rote Markierung). Aufgrund der hohen Abweichung
im Bereich zwischen 37kDa und 75kDa (Abb. 3.3 b, ¢, gelbe Markierung) und der
grol3en Intensitatsunterschiede Ubereinstimmender Banden war jedoch ein Vergleich
der Sammeltechniken mit Hilfe der zweidimensionalen Gelelektrophorese
unverzichtbar. Diese ermoglicht au3erdem das Ausstanzen einzelner Proteinspots
zur massenspektrometrischen Analyse und Identifizierung der Proteine nach
Mehltaubefall.

100kDa

75kDa

50kDa

A7kDa

253kDa

PEERE L

20kDa

15kDa

Abb. 3.3: SDS-PAGE und Silberfarbung von Proteinen aus EDTA- (b, ¢, Doppelansatz) und
Stylektomieproben. (d)

a) Protein-Standard b) EDTA-Probenentnahme aus 3 Pflanzen Hv. cv. Pallas (14d) 8h
Exsudationsdauer c¢) EDTA-Probenentnahme aus 6 Pflanzen Hv. cv. Pallas (14d) 8h
Exsudationsdauer d) 6ul Stylektomieprobe aus Hv. cv. Pallas (Probenentnahme 0-6h nach
Kauterisierung; entspricht der Referenz-Lane (grtin)

Identische Proteinbanden sind im Vergleich zur Referenz-Lane rot markiert. Abweichungen zur
Referenz-Lane sind gelb markiert.

3.1.4 Zweidimensionale Auftrennung der Proteine aus EDTA-Proben

Mit Hilfe einer zweidimensionalen Auftrennung der Proteine aus den
unterschiedlichen Sammeltechniken sollten genauere Erkenntnisse (ber die
Phloemspezifitit der EDTA-Probe gewonnen werden. Aufgrund fehlender

Literaturangaben Uber die isoelektrische Fokussierung von EDTA-Proben wurde
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zunachst ein Standard-IEF Puffer (7M Harnstoff, 2M Thioharnstoff, 25mM DDT, 4%
CHAPS, 0,2% Ampholythe) verwendet.

100kDa

75k0a

50kDa

37kDa

25kDa

20kDa

100kDa

75kDa

50kDa

3A7kDa

25kDa

20kDa

Abb. 3.4: Zweidimensionale Auftrennung und Silberfarbung von Proteinen aus EDTA-Proben
mit identischer Probenaufbereitung und der anschlieBenden Auftrennung mit
unterschiedlichen IEF-Puffern.

a) Standard IEF-Puffer (7M Harnstoff, 2M Thioharnstoff, 256mM DDT, 4% CHAPS, 0,2%
Ampholythe) b) R2D2 |IEF-Puffer nach Méchin et al. 2003
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Die Auftrennungen zeigten jedoch eine starke vertikale und horizontale
Streifenbildung, insbesondere im mittleren pH-Bereich der verwendeten IPG-Gele
(Abb. 3.4 a). Mit der Verwendung des R2D2-IEF-Puffers nach Méchin et al. 2003
konnte die Auflésung im mittleren Bereich der Gele verbessert werden (Abb. 3.4 b).
Der R2D2-IEF-Puffer beinhaltet die Kombination aus 2 reduzierenden Substanzen
(DTT und TECEP) sowie die Verwendung von 2 Detergenzien (CHAPS und SB3-10).

100kDa

75kDa
50kDa

37kDa

25kDa

20kDa

100kDa

T5kDa

50kOa

37kDa

25kDa

20kDa

Abb. 3.5: Zweidimensionale Auftrennung und Silberfarbung von Proteinen aus EDTA-Proben
(Hv. cv. Pallas mlo5) aus unterschiedlichen Versuchsanséatzen. Trotz einer identischen
Probenaufbereitung unterscheiden sich die Spotmuster erheblich wahrend die potentiell
phloemspezifischen Proteinspots (siehe 3.1.6, Abb. 3.7) eine stets &hnliche Intensitat und
Lokalisation (Beispiele siehe blaue Markierung) zeigen.
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Anstatt der verbreiteten Acetonfallung wurde eine Chloroform/Methanol-Fallung nach
Wessel und Flugge (1984) verwendet. Dies wirkte sich guinstig auf die L6slichkeit des
Proteinpellets im IEF-Puffer und auf eine Reduzierung der horizontalen
Streifenbildung aus. Weitere Verbesserungen konnten mit einer Optimierung des
Spannungsverlaufs wahrend der Fokussierung erreicht werden.

Trotz der konstanten Aufzucht und Verarbeitung der Versuchspflanzen und einer
identischen Probenaufbereitung fiur die IEF lassen sich in den Auftrennungsmustern
der EDTA-Proben (Abb. 3.5) hohe Abweichungen erkennen. Nach einer spéateren
Identifizierung (siehe 3.1.6) der deckungsgleichen und damit potentiell
phloemspezifischen Proteinspots aus EDTA- und Stylektomieproben stellte sich
jedoch heraus, dass in den beiden Auftrennungen (Abb. 3.5) ein ahnlicher Anteil von

phloemspezifischen Proteinen vorliegt.
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3.1.5 Zweidimensionale Auftrennung der Proteine aus Stylektomieproben

Mit Hilfe der Blattlaus-Stylektomie sollte eine Referenz-Probe zur Identifizierung der
phloemspezifischen Proteine aus der EDTA-Methode gewonnen werden. Die Anzahl
der Proteinspots reduzierte sich, bei vergleichbarer Intensitét der phloemspezifischen
Spots (siehe 3.1.6) aus der EDTA-Probe, erheblich. Im Gegensatz zur EDTA-
Methode zeigten die Auftrennungsmuster der Stylektomieproben eine hohe Konstanz
zwischen den verschiedenen Versuchsansatzen (Abb. 3.6). Mit einem
Probenvolumen von 12ul Siebréhrensaft und einer Silberfarbung konnten bis zu 60

Proteine im Gel nachgewiesen werden.

B
HS5 > pH 8
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100kDa
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|
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75kDa
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50kDa
-
37kD
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-
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Abb. 3.6: Zweidimensionale Auftrennung und Silberfarbung von Proteinen aus Hv. cv. Pallas
(21d) die mit Hilfe der Stylektomiemethode gewonnen wurden. a) 12ul Siebréhrensaft b) 10ul
Siebrohrensaft

36



Ergebnisse

3.1.6 Identifizierung von phloemspezifischen Proteinen

Mit Hilfe des Programms PD-Quest konnten die Gele aus den unterschiedlichen
Sammeltechniken in Falschfarben dargestellt und tberlagert werden. Dadurch ergab
sich eine gute Ubersicht der phloemspezifischen Proteinspots der EDTA-Probe. Bei
exakter Uberlagerung der Proteine aus EDTA- und Stylektomieproben werden die
mit hoher Wahrscheinlichkeit identischen Proteine dunkel dargestellt (Abb. 3.7). Die
Basisversion von PD-Quest erlaubt dabei keine Verzerrung der Gele, um die
geringen Laufunterschiede der verschiedenen Gele auszugleichen. In Abb. 3.7 sind
deshalb zusatzliche Markierungen (schwarze Pfeile) eingefugt, die mit hoher
Wahrscheinlichkeit Ubereinstimmende Proteine darstellen. Im zweidimensionalen
Vergleich der unterschiedlichen Sammeltechniken reduziert sich die Anzahl der
potentiell phloemspezifischen Proteinsspots in der EDTA-Probe erheblich. Eine
hohere Anzahl deckungsgleicher Spots lasst sich eventuell durch ein hoéheres
Probenvolumen der Stylektomieprobe erreichen.
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Abb. 3.7: Falschfarbendarstellung und Uberlagerung einer zweidimensionalen Auftrennung
von Proteinen, die mit Hilfe der Stylektomiemethode (grin) und mit Hilfe der erleichterten
Exsudation mit EDTA (rot) gewonnen wurden.

Deckungsgleiche Proteinspots (mit hoher Wahrscheinlichkeit identische Proteine) erscheinen
dunkel. Zuséatzlich sind wahrscheinlich Ubereinstimmende Proteinspots mit Pfeilen
gekennzeichnet, die durch geringe Laufunterschiede der Gele nicht exakt deckungsgleich sind.
Die blaue Markierung entspricht den in Abb. 3.5 als phloemspezifisch gekennzeichneten Spots.
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3.1.7 Bestimmung der Phloemspezifitat mittels PCR

Eine mogliche Kontaminierung durch nicht-phloemspezifische Proteine konnte
aul3erdem mit der Verwendung der Stylektomieprobe als Template in einer PCR mit
RUBISCO-spezifischen Primern (kleine Untereinheit) Uberprtft werden. Aufgrund der
photosynthetisch inaktiven Siebelemente sollte sich kein PCR-Produkt aus
Siebréhrensaft amplifizieren lassen. (Ruiz-Medrano et al. 1999, Giavalisco et al.
2006). Auch nach 60 Zyklen konnte kein RUBISCO spezifisches PCR-Produkt
nachgewiesen werden. Zusatzlich wurde der RNAse-Gehalt der Stylektomieprobe
Uberpruft. Dabei konnte keine RNAse-Aktivitat festgestellt werden, was ebenfalls auf
die Reinheit bzw. Phloemspezifitat hindeutet. (Sasaki et al. 1998, Doering-Saad et al.
2002). Mit diesem Kontrollexperiment konnte die Verwendung der Stylektomieprobe

als phloemspezifische Referenzprobe bestétigt werden.

3.1.8 Vergleich der Phloemspezifitat mittels Carbohydratanalyse

Weitere Aussagen Uber die Phloemspezifitat der EDTA-Probe sollten mit Hilfe einer
Analyse der Zucker aus den unterschiedlichen Sammeltechniken getroffen werden
(Abb. 3.8). Der Saccharoseanteil der Stylektomieprobe erreichte nach einer
Lichtphase von 8h einen durchschnittichen Anteil von 96% bei einer
Saccharosekonzentrationen von 150-240mM. Der 96% Saccharoseanteil diente als
Referenzwert fur eine hohe Phloemspezifitat. Mit Hilfe der EDTA-Methode konnte
dagegen nur ein Saccharose Anteil von durchschnittlich 67% erreicht werden. Durch
eine weitere Messung der verschiedenen Zucker aus einem Gesamtblattextrakt, mit
einem durchschnittlichen Saccharose Anteil von 23% ist mit einem zusétzlichen
Anteil von nicht-phloemspezifischer Saccharose in der EDTA-Probe zu rechnen.
Interpretiert man den Anteil von Hexosen aus EDTA-Proben (Abb. 3.8) als
Verunreinigungsgrad, unterstitzen die Daten der Carbohydratanalyse den Anteil von
nicht-phloemspezifischen Proteinen aus EDTA-Proben.
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Abb. 3.8: Carbohydratanalyse aus Stylektomie, EDTA und Blattextrakt Proben (Hv. cv. Pallas,
21d). Im Vergleich zur Stylektomieprobe (Sty) lasst sich ein reduzierter Anteil von Saccharose
in EDTA-Proben und Blattextrakt-Proben (Ext) feststellen. Die Exsudationsdauer der
Stylektomie- und EDTA-Probe betrug jeweils 6h. (Saccharose=Suc, Fructose=Fru,
Glucose=Glc)

Im Laufe der Zuckeranalysen aus Stylektomieproben konnten aul3erdem
Veranderungen beziglich der Zusammensetzung der Zuckeranteile in Abhéangigkeit
von der Belichtung festgestellt werden. Nach einer Lichtphase (60pmol m? s™) von
8h konnte in allen gemessenen Stylektomieproben (n=14) ein Saccharoseanteil von
96% und ein sehr geringer Anteil an Hexosen bestimmt werden. Erfolgte die
Probenentnahme nach einer Dunkelphase von 8h erhdhten sich der Glukoseanteil
von 3% auf 21% (t-Test: P = <0,001) und der Fruktoseanteil von 1% auf 7% (t-Test:
P = 0,039; Abb. 3.9). Nach einer 8h Belichtung des Versuchsansatzes ,dunkel“ und
erneuter Probensammlung aus den verbleibenden exsudierenden Stiletten stellte
sich der erhOohte Anteil von Hexosen nach erneuter Belichtung als reversibel heraus.
Ebenso konnte aus den verbleibenden Stiletten der belichteten Pflanzen nach der
ersten Probenentnahme und anschlieRender Verdunklung (8h) der Pflanzen ein

erhdhter Hexosenanteil ermittelt werden.
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Abb. 3.9: Vergleich der Zuckerverteilung in Stylektomieproben aus Hv. cv. Pallas nach einer
Lichtphase von 8h (Ansatz ,hell*) und nach einer Dunkelphase von 8h (Ansatz ,dunkel®).
(Saccharose=Suc, Fructose=Fru, Glucose=Glc) t-Test: Glc (P= <0,001) Fru (P = 0,039) Suc (P =
<0,001).

Anhand des Saccharoseanteils von EDTA-Proben wurde die Effektivitdt zur Abgabe
von phloemspezifischen Proteinen Uber einen Zeitraum von 6h untersucht (Abb.
3.10). Das Exsudationsmedium wurde dazu nach jeweils 1h ausgetauscht und
mittels HPLC analysiert. Dabei konnte eine Abnahme des Saccharoseanteils und
damit wahrscheinlich auch eine verminderte Abgabe von phloemspezifischen
Proteinen nach 4h (P<0,05) festgestellt werden. Aul3erdem kann man aufgrund der
hohen Standardabweichung nach der 2. Stunde der Exsudation auf eine
unterschiedliche Abgabe einer phloemspezifischen Probe der einzelnen Pflanzen
schlief3en. Ideal erscheint damit eine Sammelzeit von nur 2h mit der doppelten bis
dreifachen Anzahl von Pflanzen (ca. 120-180). Die resultierende Menge an
Exsudationsmedium (ca. 40-60ml) lasst sich aber nur sehr zeitaufwendig (3-4 Tage)
einengen. Eine Verwendung von groReren Filtermembranen (Vivaspin20
Durchflusskonzentrator) fur einen schnelleren Durchfluss des EDTA-Mediums fihrte
in einigen Versuchen zu hohen Proteinverlusten, die wahrscheinlich auf eine hohe
Bindekapazitat der grofien Membranflache zuriickzufiihren sind. Eine Vorbehandlung
der verwendeten Vivaspin2 (2ml) Filtereinheiten mit einer 5% Tween-20 Losung nach
Herstellerangaben, fuhrte zu einer héheren und konstanteren Proteinkonzentration.
Die Probensammlung mit der EDTA-Methode wurde fur die folgenden Experimente
auf 6h standardisiert. Alle weiteren Versuche wurden im 4-Blattstadium der Gerste

(21 Tage) mit dem Kultivar Pallas oder Pallas mlo5 durchgefuhrt.
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Abb. 3.10: Verdnderungen der Zuckerzusammensetzung wéhrend einer EDTA-Exsudation aus
einer Gerstenpflanze Hv. cv. Pallas, 21d, n=5. Das Exsudationsmedium wurde stindlich

erneuert und jeweils mittels HPLC analysiert. (Saccharose=Suc, Fructose=Fru, Glucose=GlIc)
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3.2 Phloemspezifische Untersuchungen der Gerste

3.2.1 Proteinanalyse von EDTA-Proben nach Inokulation der Gerste mit Bgh
Nachdem die Verwendbarkeit der EDTA-Methode zur Gewinnung von
phloemspezifischen Proteinen aus der Gerste Uberprift wurde, sollten die
Proteinmuster der Exsudate aus Bgh-inokulierten Gerstenpflanzen  mit

unbehandelten Pflanzen (Kontrolle) verglichen werden.
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Abb. 3.11: Zweidimensionale Auftrennung und Silberfarbung von Proteinen aus EDTA-Proben
(Hv. cv. Pallas mlo5). a) Kontrolle b) +Bgh 16-22hai, aufféllige Verdnderungen nach Inokulation
der gesamten Pflanzen mit Bgh sind durch Markierungen gekennzeichnet (*rot=23kDa Spot
und *blau=26kDa Spot)
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Durch die unkomplizierte Probengewinnung mit der erleichterten Exsudation konnten
verschiedene Zeitpunkte nach Inokulation mit Bgh Uberprift werden. Ab einem
Zeitraum von 16-22hai (6h Exsudationsdauer) konnten mit Hilfe der EDTA-Methode
zwei hochregulierte Proteinspots aus inokulierten Pflanzen gegentber der Kontrolle
festgestellt werden (Abb. 3.11).

3.2.2 Identifizierung der Proteine

Mit Hilfe der MALDI-TOF-MS und der Datenbanksuche mittels MASCOT wurden das
nach Bgh-Befall hochregulierte 23kDa Protein (Abb. 3.12; EDTA *4) und das 26kDa
Protein (Abb. 3.12; EDTA *1) aus EDTA-Proben mit den nahezu deckungsgleichen
Proteinspots (Abb. 3.12; Stylektomie *2,*3,*4) aus Stylektomieproben identifiziert und

verglichen.
EDTA Stylektomie™ . Bgh 4
*2 o &
25kDa -1 S 6
.*4 . “5 - | >
20kDa | - -

Abb. 3.12: AusschnittvergroRerungen der Proteintrennungen aus Abb. 3.11.b (EDTA) und Abb.
3.6.b. (Stylektomie). Ubersicht der massenspektrometrisch analysierten Proteinspots aus
EDTA-, Stylektomieproben und Bgh-Sporen. Analysiert wurden die nach Bgh Befall
hochregulierten Proteinspots (*1,*4) aus EDTA-Proben und die entsprechend lokalisierten
Proteinspots (*2,*3,*5) aus Stylektomieproben und Bgh-Sporen (*6).

Die Spektren des 26kDa Spots (Abb. 3.12 *1) aus der EDTA-Probe lieferten wahrend
der Datenbankrecherche keine Ubereinstimmungen. Durch eine zweidimensionale
Auftrennung von Mehltausporenproteinen und einer weiteren Analyse eines 26kDa
Proteins aus den Konidiosporen (Abb. 3.12 *6) konnte der Proteinspot auf eine
Kontaminierung mit Mehltausporen im Exsudationsmedium zurtickgefuhrt werden.
Dies konnte durch eine ausschliel3liche Inokulierung der Blattspitzen (siehe 3.2.4)
bestatigt werden. Mit der Verwendung einer Inokulationsbox (Abb. 2.1 a, b) konnte
der 26kDa Spot (Abb. 3.12 *1, *6) nicht mehr im Proteingel identifiziert werden. Der
Deckungsgleiche Spot (Abb. 3.12 *3) aus der Stylektomieprobe konnte aufgrund der
geringen Proteinmenge nicht bestimmt werden. Der ebenfalls nahezu

deckungsgleiche Spot (Abb. 3.12 *2, mit ,negativer Silberfarbung“) konnte als
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putative splicing regulatory protein einem RNA bindenden Protein aus der
Arabidopsis thaliana Datenbank identifiziert werden (putative RRM-containing protein
- Arabidopsis thaliana; Q8LA96). Eine Hochregulierung nach Mehltau-Befall konnte
fur dieses Protein jedoch nicht festgestellt werden. Die Spektren der 23kDa Spots
(Abb. 3.13) aus EDTA- und Stylektomieproben (Abb. 3.12 *4 und *5) ergaben
Identische Datenbanktreffer des Proteins P23K-3 (Hypothetical protein Hordeum
vulgare: QOKKC4).
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Abb. 3.13: Spektren der deckungsgleichen 23kDa Spots (Abb. 3.12 *4 und *5) aus der EDTA-
Probe (a) und aus der Stylektomieprobe (b).

Eine BLAST-Suche des Proteins P23K-3 (QOKKC4) in der UniProt Datenbank
(http://www.uniprot.org/) ergab eine hohe Ubereinstimmung mit 3 weiteren Proteinen
aus der P23K-Proteinfamilie sowie eine hohe Ubereinstimmung mit dem
jasmonsaureinduzierbaren 23kDa Protein JIP-23 (P32024) aus Hordeum vulgare
(Abb. 3.14). Die P23K-Proteine wurden von Kidou et al. (2006) aus dem

Gerstenkultivar Minorimugi sequenziert. Alle P23K-Proteine und JIP-23 besitzen eine
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Lange von 210 Aminosauren. Aufgrund der hohen Ahnlichkeit der

Aminosauresequenz wurden die Spektren nochmals manuell analysiert.

Alignments Accession Entry name Status Protein names =1 Organism Length Identity Scorer E-Value
@ QOKKC4  QDKKG4_HORVU :;‘;ﬁ"‘ uncharactatized prowein .00 oaie Bates) 210 1000% 1138 10x10422
| & QOKKC3  QOKKC3_HORVU :;‘;i‘j"e uncharacterized protein |, .0, vilgare (Bariey) 200 990% 1132 10xi0922
© COKKCS  QDKKCS_HORVU :;’;:g"" uncharacterized protein .. 01 vulgare (Barley) 210 950% 1096 10x10118
© QOKKCE  QDKKCE_HORVU gmr”ﬂmmm“”mm"HMwmmwumm) 210 950% 1,091 1.0x104%7
© PI024  J23_HORVU ; ;fu';si"n Jasmonate-Induced Hordeum vulgare (Barley) 20 §7.0% 1020 1.0x10:108

Abb. 3.14 BLAST der Aminosauresequenz von P23K-3 (QOKKC4). Neben den hohen
Ubereinstimmungen von P23K-4 (QOKKC3), P23K-2 (QOKKC5) und P23K-1 (QOKKC6) konnte
eine 87% Ubereinstimmung fiir das Jasmonséaure induzierte 23kDa Protein (JIP-23; P32024) aus
Hordeum vulgare ermittelt werden.

Dabei konnte eine Identifizierung der zu je 95% identischen Proteine P23K-1 und
P23K-2 ausgeschlossen werden. P23K-3 unterscheidet sich von P23K-4 nur an der
Position 131 der Aminosauresequenz. Die Aminosaure Threonin in P23K-3 wird in
der Sequenz von P23K-4 durch Prolin ersetzt. Durch den Trypsin-Verdau entstehen
an der differenziellen Stelle kleine Peptide mit 660Da (P23K-3) und 656Da (P23K-4),
die nicht fur die Datenbanksuche annotiert werden. Im Spektrum der EDTA-Probe
konnten beide Massen ldentifiziert werden, im Spektrum der Stylektomieprobe waren

die einzelnen Massen nicht messbar.

MASGVFGTPISERTVIATGEYKEPITQRKDVADY TMEMINAGGRDINAQTFVDNLEKERYGN 60 QORRC4 P23K-3
MASGYFGTPISEKTVIATGEYKEPITQEDVADY TMEMINAGGEKD INAQTEFVDNLEERYGN 60 QOEKC3Z PZ23K-4
MAGGYFGTPIGERTVIATGEYKEPITOKDVADYAMEMINAGGEDINAQTEVDNLEERYGH 60  QORKCS P23K-2

MASGYFGTPISEKTVIATGEYKEPITORKDYVADY AMEKMINAGGKDINALTEYDNLEKERYGHN 60  QUOKKCE PZ3K-1
AAK A AR KA AR A AR AN A RN A AL AR ARA A A AN A AN s AKX AR AR A AR ET KA AR A A ERAAEA

[ S S

61 GIAVECLIYNATGATLSLAKYNDWHGHIYDTPYPSDIQNGOWGAF LHVHPSGAAVGSAGAR 120 QOKKC4 PZ3K-3
51 GIAVKCLIYNATGATLSLAKYNDWHGHIYDTPYESDIQNGQWGAFLHVHPSGARVGSAGA 120 QOKKC3 P23K-4
&l GISVRCLIYNATGATLSLAKYNDWHGHIYDTPYEPSDIQNGQWGAF LHVHEPSGARVGIAGA 120 QORKCS P23K-2
6l GIAVEKCLIYNATGATLSLAKYNDWHGHIYDTPYEPSDIQNGQWSAF LHVHPSGAAVGSAGA 120 QOUOKKCH P23K-1

T e A A A A A A A A A A T A A A A A A A A A A A A A A A A A AT A A AT A AL A AT TN A A A A AT R A AR

121 VVYRSKIPSSTRBCDWLE SWIVEYIGANGVYTEIREEGHYPNVGSWGYIYGVKLANSDLN 180 QOKKC4 P23K-3
121 VVYRSKIPSSPRSCDWLE SWTVEYIGANGVYTEIREEGHYPNVGEWGYIVGVELANSDLN 180 QOKEEC3E P23K-4
121 VVYRTKIPSSSRSCDWLE SWTVEPYIGDNGVYTEIREEGHYPSVGSWGYIYDVELANSNLN 180 QOKKCS P23K-2
121 VVYRTKIP3SSRBCDWLE SWTAPYIGDNGVYTEIREEGHYPSVGSWEYIYGVKLANINLN 180 QOKKCE P23K-1

FEEL XXX EE FTEXLEETXXEE XL XXX EXITLTXLLEE FXXLITXTEXEE XX TEL 2%

181 STDENYGYVSKTNIGEGSTMNARGVFQYPY 210 QOKKC4 P23K-3
181 STDKNYGYVSKTNIGEGSTMNARGVEFQYPY 210 QOKKC3 P23K-4
181 STDENYGYVSKTNIGEGSTMNARGVEQFPY 210 QOKKGCS P23K-2
181 STDENYGYVSKTNIGEGSTMNARGVFQFPY 210 QOKKCS P33K-1

ks kehkkhhkkh ke h ko h ks sh ok 2 ok

Abb. 3.15: Alignment der Aminosauresequenz (FASTA Format) der Proteine P23K-3 (QOKKC4),
P23K-4 (QOKKC3), P23K-2 (QOKKC5) und P23K-1 (QOKKCS6). Die differentielle Stelle zwischen
P23K-3 und P23K-4 ist gelb markiert.
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Eine unterschiedliche Funktion der Isoformen von P23K ist bis heute unbekannt. Das
Protein beinhaltet auRerdem keine bekannten konservierten Doméanen. Mit Hilfe des
Programms Prosite (http://expasy.org/prosite/) lassen sich einige
Aminosauresequenzen identifizieren, die posttranslationale Modifikationen zulassen.
Dazu gehoren N-Myristoylierung, N-Glycosilierung und potentielle
Phosphorylierungsstellen an Serin/Threonin  Resten. Durch die zu 87%
Ubereinstimmende Aminosauresequenz (Abb. 3.16) zu JIP-23 (P32024) ist eine

Einbindung in Jasmonsaure induzierte Signalketten ebenfalls méglich.

Jary

MASGVEGTPISAQTVIATGEYKEPITQRDVADYAMEMINAGGRKDVNAQKEVDNLEKERYGN 60 P32024 JIP-23
1 MASGVEGTPISERTVIATGEYKEPITOQRDVADY TMEMINAGGKD INAQTEFVDNLEKERYGN 60  QOKKC4 P23K-3

ko ckhwhkhkkhkkk ke k o khkhk ko - ok ok ok ok ok ok ok ok vtk o

61 GIAVKCLLYNATGATLNFAKYNDWHGHIYDTPYEPSDIQNGQWGAFLHVHPSGARAGSAGR 120 P32024 JIP-23
61 GIAVKCLIYNATGATLSLAKYNDWHGHIYDTPYPSDIQNGOWGAFLHVHPSGRARVGSAGR 120 QOKKC4 P23K-3

AAEAAEL e A AETAAEAE aAFTAAAAAA AR A A A AR AAA AT A AAAA A AL AT A A4 4%

121 VVYRSKIPSSSSSCDWLE SWTVEYIGGNGVYTEIREEGHYESVGSWDYIYNVKLKNSSVT 180 P32024 JIP-23
121 VVYRSKIPSSTRECDWLESHWIVPYIGANGVYTEIREEGHYPNVESWGYIYGVKLANSDLN 180 OQOKKC4 P23K-3

FEEXEXETXEAHEEL - FTHEEXTAXTXZTHAXTELAE FEITXXEFTXITXXETXEE FHEE FTHE HEHxEH FEH -

181 SIDSNYGYVSKADIGEGTTMNARGVEEFPY 210 P32024 JIP-23
181 STDENYGYVBKTNIGEGSTMNARGVEQYPY 210 QOKKC4 P23K-3

* F FAEEEEEE . A AT A AETEEAEELEL - o h K

Abb. 3.16 Alignment der Aminoséuresequenz (FASTA Format) der Proteine P23K-3 (QOKKC4)
und JIP-23 (P32024)

Mit Hilfe eines virus-induced gene silencing (VIGS) von P23K (Oikawa et al. 2007,
Oikawa et al. 2009) konnte eine essentielle Rolle des Proteins auf die (1,3;1,4)-3-D-
Glucan Synthese und ein Einfluss auf die sekundéare Zellwandbildung der Gerste
nachgewiesen werden. Aufgrund der nicht eindeutigen Identifizierung und fehlender
Sequenzdaten der Proteine P23K-3 und P23K-4 im Kultivar Pallas, wird das Protein
nachfolgend als P23K-3/4 bezeichnet.

3.2.3 Quantifizierung und Fluoreszenzfarbung von Referenzproteinen und
P23K-3/4
Um eine Hochregulierung bzw. einen verstarkten Transport von P23K-3/4 in Bgh
inokulierten Pflanzen gegentber der Kontrolle korrekt beurteilen zu kénnen, mussten
die gewonnenen Phloemproteine der Kontrolle und den inokulierten Pflanzen, fur die
keine eindeutige Anderung durch Mehltaubefall festzustellen war, eine moglichst
ahnliche Proteinmenge aufweisen. Dazu wurden aus den Auftrennungen der EDTA-
Probe 3 phloemspezifische (zur Stylektomieprobe deckungsgleiche) Referenzspots

ausgewahlt (Abb. 3.17, blaue Markierung). Fur eine optimale Vergleichbarkeit der
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Proteinmuster (Kontrolle/+Bgh) mussten diese Referenzspots in der Kontrolle und in
den Proteinauftrennungen der inokulierten Pflanzen eine maoglichst &ahnliche
Intensitat zeigen, wahrend die Pixelintensitat des P23K-3/4 Spots (+Bgh) eine hohere
Proteinkonzentration anzeigt (Hochregulierung). Ebenfalls wurde von einer
eindeutigen Hochregulierung von P23K-3/4 nach Mehltaubefall ausgegangen, wenn
die Pixelintensitaten der Referenzspots der Kontrolle eine hohere Phloemspezifitat
anzeigten und die Pixelintensitat des P23K-3/4 Spots (+Bgh) trotzdem gegentber der
Kontrolle erhéht war (siehe Abb. 3.21)

Ref2 Ref3
Ref1, - - -
-

- .
25kDa - ‘
’
20kDa -

Abb. 3.17 AusschnittvergroRerung aus Abb. 3.7. Dargestellt sind die &hnlich lokalisierten
Referenzspots (Refl-Ref3, blaue Markierung) aus Stylektomie- und EDTA-Proben, die zur
Beurteilung der Phloemspezifitét von vergleichenden Proteinauftrennungen (Kontrolle/+Bgh)
verwendet wurden. (rote Markierung=P23K-3/4)

Aufgrund des kleinen Linearitatsbereiches einer Silberfarbung und den
Abweichungen zwischen den Referenzspots wurden die Ergebnisse mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Flamingo Protein Stain (Biorad) abgesichert.
Fluoreszenzfarbstoffe zeigen eine, im Gegensatz zur verwendeten Silberfarbung,
verminderte Sensitivitat und eine mit der Coomassiefarbung vergleichbare Linearitat
(Berggren et al. 2000). Auch mit der Verwendung der Fluoreszenzfarbung (Abb. 3.18,
n=2) konnte eine Hochregulierung bzw. eine verstarkte Exsudation an der basalen
Probenentnahmestelle der Blatter bestatigt werden. Fur weitere Reproduktionen der
Ergebnisse mit identischer Probenentnahme, aber einer ausschlief3lichen Inokulation
der Blattspitzen (3.2.4), wurde trotzdem die Silberfarbung angewendet. Anhand der
verwendeten Fluoreszenzfarbung und deren Empfindlichkeit (Detektionsgrenze ca.
7,5ng Protein, Berkelman et al. 2009) wurde deutlich, dass die ermittelten
Proteinmengen (Refl-3, P23K-3/4) in einem weitgehend linearen Bereich (1-30ng
Protein) der Silberfarbung liegen. (Poehling und Neuhoff 1981).
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Abb. 3.18: Zweidimensionale Auftrennung und Fluoreszenzfarbung von Proteinen aus EDTA-
Proben (Hv. cv. Pallas). a) Kontrolle b) +Bgh 16-22hai, *rot=P23K-3/4, phloemspezifische
Referenzspots sind blau markiert. Die Quantifizierung der markierten Proteine ist in Abb. 3.19
dargestellt. Die Proteinmenge der Referenzspots liegt im Bereich der Detektionsgrenze von ca.
7,5ng. Der Proteinstandard wird nicht durch den Fluoreszenzfarbstoff angeféarbt.
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10000 -
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O Kontrolle
@ +Bgh
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Refl Ref2 Ref3 P23K-3/4

Abb. 3.19: Quantifizierung der Referenzspots (Refl-3) und des Poteins P23K-3/4 aus der
zweidimensionalen Proteintrennung (Abb. 3.18). Die Pixelintensitaten der phloemspezifischen
Referenzspots zeigen eine relativ geringe Abweichung bzw. ein leicht erhdhte Phloemspezifitat
der Kontrolle an. Die Pixelintensitat von P23K-3/4 zeigt dagegen eine Hochregulierung nach 16-
22hai mit Bgh.
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3.2.4 Systemischer Einfluss von Bgh auf die Regulierung von P23K-3/4
Nachdem mit der EDTA-Methode eine Hochregulierung von P23K-3/4 nach
Inokulation der gesamten Gerstenpflanzen festgestellt wurde, sollte eine systemische

Hochregulierung bzw. eine erhdhte systemisch transportierte Menge von P23K-3/4
nachgewiesen werden.

100kDa

75kDa
50kDa

37kDa

25kDa

20kDa

100kDa

75kDa
50kDa

37kDa

25kDa

20kDa

Abb. 3.20: Zweidimensionale Auftrennung und Silberfarbung von Proteinen aus EDTA-Proben
(Hv. cv. Pallas mlo5) a) Kontrolle, b) +Bgh 16-22hai. Eine Hochregulierung von P23K-3/4 (*rot)
konnte auch nach ausschlieRBlicher Inokulierung der Blattspitzen festgestellt werden. Die
Quantifizierung der Proteine ist in Abb. 3.21 dargestellt.
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Nach ausschlie3licher Inokulierung der Blattspitzen (ca. 1/3 der Blattspreite) der 2.,
3. und 4. Blatter konnte ebenfalls ein erhthter Anteil von P23K-3/4 an der basalen
Probenentnahmestelle der Blatter festgestellt werden (Abb. 3.20, 3.21).

1000000 -
900000 -
800000 -
700000 A

600000 -

o Kontrolle
@ +Bgh

500000 -

400000 -

Pixelintensitat

300000 -
200000 -

100000 -

O T T T
Refl Ref2 Ref3 P23K-3/4

Abb. 3.21. Quantifizierung der Referenzspots (Refl-3) und des Proteins P23K-3/4 aus der
Kontrolle und mit Bgh (16-22hai) inokulierten Pflanzen. Die entsprechenden
Proteinauftrennungen sind in Abb. 3.20 dargestellt. Die Phloemspezifitat der Kontrolle erreicht
deutlich héhere Werte als die entsprechenden Referenzproteine der inokulierten Pflanzen.
Trotzdem erreicht die Proteinquantifizierung von P23K-3/4 hdhere Werte als die Kontrolle.

Eine Hochregulierung von P23K-3/4 nach Mehltaubefall konnte in allen Reproduktionen
(Abb. 3.22) bestatigt werden, wenn die Abweichungen der Referenzspots eine
Auswertung der Versuche zulie3en. Dagegen konnte in keinem Experiment nach
Inokulation mit Bgh eine erhéhte Menge von P23K-3/4 in den Proteintrennungen der
Kontrolle festgestellt werden. Zwischen dem Kultivar Pallas und Pallas mlo5 konnten

keine signifikanten Unterschiede ermittelt werden.
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Abb. 3.22: Ubersicht der Reproduktionen von zweidimensionalen Proteinauftrennungen aus
EDTA-Proben nach Inokulation der Blattspitzen mit Bgh (Silberfarbung). 16-22hai konnte in
allen angefertigten Gelen eine Hochregulierung von P23K-3/4 nach Mehltaubefall festgestellt
werden. Zwischen Pallas und Pallas mlo5 konnten keine eindeutigen quantitativen
Unterschiede beziiglich einer Regulierung von P23K-3/4 nach Bgh-Befall ermittelt werden.
Vereinzelt wurden Referenzspots wegen vertikaler Streifenbildung im Gel nicht ausgewertet .

3.2.5 Bestimmung der Phloemspezifitat von P23K-3/4

Aufgrund der Ergebnisse von Oikawa et al. 2007, die P23K mRNA im Sklerenchym
der Mittelrippe sowie am Blattrand von Gerste detektieren konnten, wurde zuséatzlich
das Proteom aus dem 3. Blatt des Kultivars Pallas untersucht. Im Falle eines P23K-
3/4 Proteinspots in der Auftrennung einer Blattextraktprobe ist eventuell eine
Verfalschung der Ergebnisse durch eine Freisetzung von P23K-3/4 aus nicht-
phloemspezifischen Zellen zu erwarten. Obwohl die Blattextraktprobe geringe
Phloemanteile enthielt, war in den Proteinmustern der Blattextraktprobe (Abb. 3.23)
keine ldentifizierung des P23K-3/4 Spots mdglich. Daher ist zu erwarten, dass der

gesamte Anteil von P23K-3/4 aus EDTA-Proben phloemspezifischen Ursprungs ist
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und die Ergebnisse nicht von P23K-3/4 Anteilen aus ubrigen Gewebeanteilen
verfalscht werden. In allen Kontrollversuchen (n=4) zur Bestimmung der
Phloemspezifitat von P23K-3/4 zeigte die Blattextraktprobe der inokulierten Pflanzen
eine deutlich schlechtere Fokussierung der Proteine. Mdglicherweise wird das
Laufverhalten der Proteine wahrend der IEF durch Bgh induzierte Substanzen (z.B.
Phenole) negativ beeinflusst.

100kDa

75kDa
S0kDa

A7kDa

25kDa

20kDa

100kDa

75kDa
50kDa

37kDa

Abb. 3.23: Zweidimensionale Proteintrennung einer Blattextraktprobe aus Hv. cv. Pallas
(schwarze Proteinspots) a) Kontrolle b) +Bgh 18hai, dargestellt mit einer deckungsgleichen
Uberlagerung aus Abb. 3.7 (Stylektomieprobe=griine Proteinspots; EDTA-Probe=rote
Proteinspots). Die zweidimensionale Proteintrennung der Blattextraktprobe wurde mit 40ug
Protein beladen und absichtlich tUberférbt. Im Bereich von P23K-3/4 (*rot) lassen sich keine
deckungsgleichen Proteinspots in der Auftrennung der Blattextraktprobe feststellen, wodurch
die Phloemspezifitat von P23K-3/4 bestatigt wird.
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3.2.6 Phloemspezifische Proteinanalyse aus Stylektomieproben nach
Inokulation mit Bgh

Nachdem eine Hochregulierung von P23K-3/4 nach Bgh-Befall mit Hilfe der EDTA-

Methode ermittelt wurde, sollten die Ergebnisse mit der Stylektomiemethode
reproduziert werden.

100kDa

75kDa
50kDa

37TkDa

25kDa

20kDa

100kDa
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50KDa

A7kDa

25kDa

20kDa

Abb. 3.24: Zweidimensionale Auftrennung und Silberfarbung von Proteinen aus
Stylektomieproben aus Hv. cv. Pallas mlo5 a) Kontrolle, 10ul Probenvolumen b) +Bgh 16-22hai,
10ul Probenvolumen, *rot=P23K-3/4

Die Probenentnahme erfolgte ebenfalls tUber einen Zeitraum von 16-22hai. Die

Intensitaten der P23K-3/4 Proteinspots zeigten in den Gelen der Stylektomieprobe
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(Abb. 3.24, 3.25) keine Abweichung zwischen der Kontrolle und den inokulierten
Pflanzen (n=3). Auch in der Kontrolle der Stylektomieprobe besitzt der P23K-3/4 Spot
gegenuber den restlichen Phloemproteinen, im Gegensatz zur EDTA-Probe, eine

auffallig hohe Intensitéat.

Abb. 3.25: Zweidimensionale Auftrennung und Fluoreszenzfarbung von Proteinen aus
Stylektomieproben aus Hv. cv. Pallas mlo5. a) Kontrolle, 5ul Probenvolumen b) +Bgh 16-22hai,
5ul  Probenvolumen, *rot =P23K-3/4. Der Protein-Standard wird nicht durch den
Fluoreszenzfarbstoff gefarbt. (n=2)

Das Experiment wurde deshalb mit einer reduzierten Probenmenge und einer
Fluoreszenzfarbung wiederholt (Abb. 3.25, n=2). Auch hier konnte kein Unterschied

zwischen der Kontrolle und den Proben aus inokulierten Pflanzen beobachtet
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werden. Es stellte sich aber deutlich heraus, dass das Protein P23K-3/4 aus der
Stylektomieprobe das quantitativ am starksten exprimierte phloemspezifische Protein
ist. In weiteren Versuchen wurden die Pflanzen 6h nach der Kauterisierung der
Aphiden mit Bgh inokuliert. Ein Vergleich der Proben die zwischen 0-6h (Kontrolle)
und 0-18hai aus identischen Stiletten gewonnen wurde, filhrte ebenfalls zu keinen
signifikanten Unterschieden bezuglich einer Regulierung von P23K-3/4 nach
Inokulation mit Bgh. Es besteht damit die Mdglichkeit, dass die zur Probengewinnung

eingesetzten Aphiden eine Hochregulierung von P23K-3/4 verursachen.

3.2.7 Verminderte Stilettexsudation nach Mehltaubefall und Brennreiz

Wahrend der Probensammlung (Stylektomiemethode) aus Bgh-inokulierten Pflanzen
war eine deutlich reduzierte Ausbeute beziiglich des Probenvolumens festzustellen.
Durch eine Messung der Probenmenge, nach einer Exsudationszeit von 6h, mit Hilfe
einer geeichten Glaskapillare, konnte aus den Pflanzen der Kontrolle (Hv. cv. Pallas
mlo5, 21d) ein durchschnittliches Probenvolumen von 0,068ul/h und aus den
inokulierten Pflanzen (Hv. cv. Pallas mlo5, 21d, 16-22hai) ein durchschnittliches
Probenvolumen von 0,043ul/h bestimmt werden (Abb. 3.26, t-Test: P=0,003). Dies
entspricht einer verminderten Exsudationsrate von ca. 37% nach Mehltaubefall.
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0,06 - l
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0,04 Rt
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Abb. 3.26: Bestimmung des Probenvolumens, das aus exsudierenden Blattlausstiletten Uber
einen Zeitraum von 6h nach Abtrennung der Mundwerkzeuge gewonnen wurde. Angegeben ist
das durchschnittliche Probenvolumen je funktionelles Stilett/h aus der Kontrolle (helle Balken,
7 Versuchsansatze, 43 ausgewertete Stilette) und Bgh inokulierten Gerstenpflanzen (Hv. cv.
Pallas mlo5, 21d). (dunkle Balken, 8 Versuchsansatze, 53 ausgewertete Stilette) t-Test: p=0,003

Ein starker Stressreiz durch Anbrennen der Blattspitzen des Stylektomieansatzes in

ca. 4-8cm Abstand zur Probenentnahmestelle fihrte zu einem dauerhaften
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Verschluss der exsudierenden Stilette innerhalb von 5 min. Dieser Stressreiz wurde
ebenfalls mit der EDTA-Methode untersucht (siehe 3.2.13). Eine Reduzierung der
phloemspezifischen Probenmenge aus den inokulierten Pflanzen war, gegenuber der
Kontrolle, mit der EDTA-Methode nicht zu beobachten.

3.2.8 Einfluss von Aphiden (R.padi) auf P23K-3/4

Aufgrund der mit Hilfe der Stylektomiemethode nicht reproduzierbaren Ergebnisse,
bezuglich einer Hochregulierung von P23K-3/4 nach Inokulation mit Bgh und der
auffallig hohen Proteinmenge von P23K-3/4 aus Stylektomieproben, wurde ein
maoglicher Einfluss von R.padi-Befall der Gerste auf das Protein untersucht. Durch
den auffallig hohen Anteil von P23K-3/4 in allen Stylektomieproben, sollte auch eine
Hochregulierung des Proteins nach Aphiden-Befall mit Hilfe der EDTA-Methode
nachweisbar sein. 16-22h nach Befall mit R.padi (3000-4000 Blattlause/64
Gerstenpflanzen) ergab die Auftrennung der EDTA-Probe einen neuen Proteinspot in
direkter Nahe zu P23K-3/4 (Abb. 3.27).

Durch die raumliche Nahe und die damit verbundene gegenseitige Kontaminierung
der einzelnen Proteinspots erschien ein Ausstanzen der einzelnen Spots fiir eine
massenspektrometrische Untersuchung nicht geeignet. Aufgrund einer leichten
Verschiebung von P23K-3/4 aus Stylektomieproben in den sauren Bereich des
Proteingels (vergleiche Abb. 3.7) war es jedoch sehr wahrscheinlich, dass der neue
Proteinspot ebenfalls das Protein P23K-3/4 darstellt. Eine unterschiedliche Position
im zweidimensionalen Gel ist eventuell durch posttranslationale Modifikationen (siehe
3.2.10) zu erklaren. Zur Uberpriifung sollte eine Mischung von P23K-3/4 aus der
EDTA-Probe und P23K-3/4 aus der Stylektomieprobe nach einer gemeinsamen
zweidimensionalen Auftrennung den charakteristischen Doppelspot der EDTA-Probe
mit R.padi-Befall ergeben. Dazu wurden 5ul Stylektomieprobe (ohne Behandlung der
Pflanzen) und 200ul des eingeengten 2,5mM EDTA-Mediums (ohne Waschschritt,
siehe 2.7) und ebenfalls ohne Behandlung der Pflanzen vereinigt und wie unter 2.7
beschrieben weiterverarbeitet. Die resultierenden Positionen in der Proteintrennung
entsprachen exakt dem Muster, das durch R.padi-Befall im EDTA-Experiment
erzeugt wurde. Im Gegensatz zum P23K-3/4 Spot ist in der Auftrennung aul3erdem
eine deckungsgleiche Trennung und dadurch eine erhbhte Intensitat der

verwendeten Referenzspots zu erkennen (Abb. 3.28).
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Abb. 3.27: Zweidimensionale Auftrennung von Proteinen aus EDTA-Proben (Hv. cv. Pallas
mlo5). a) Kontrolle b) 16-22h nach Befall mit R.padi der 2., 3. und 4. Blatter. Eine
Hochregulierung nach Bgh-Befall konnte zuvor fur P23K-3/4 (*rot) ermittelt werden. Nach Befall
mit R.padi konnte ein neuer Proteinspot (*grin) im Gel festgestellt werden. Eine
AusschnittvergrofRerung ist in Abb. 3.29 dargestellt.
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Abb. 3.28: Gemeinsame zweidimensionale Auftrennung einer EDTA- und Stylektomieprobe aus
Hv. cv. Pallas. Die Intensitat der Referenzproteine (*blau) ist durch die deckungsgleiche
Auftrennung erhdht. Das Protein P23K-3/4 aus der Stylektomieprobe (*griin) und aus der EDTA-

Probe (*rot) trennt sich nicht deckungsgleich. Eine AusschnittvergroRerung ist in Abb. 3.29
dargestellt.

Nach einer Mischung der beiden Proben und gemeinsamer Verarbeitung ist
allerdings eine deutliche Abschwachung des P23K-3/4 Spot (Abb. 3.28, Abb. 3.29a,
*grin) aus der Stylektomieprobe festzustellen (vgl. Abb. 3.25). Der P23K-3/4 Spot
(Abb. 3.28, *rot) aus der EDTA-Probe (unbehandelte Pflanzen) zeigt gleichzeitig eine
erhohte Intensitat. Im Fall einer posttranslationalen Modifikation von P23K-3/4 aus
Stylektomieproben ist diese moglicherweise nicht stabil.

25kDa

20kDa

Abb. 3.29: AusschnittvergroRerung aus Abb. 3.27b und Abb. 3.28. a) Die gemeinsame
Proteinauftrennung des Proteins P23K-3/4 aus der Stylektomieprobe (*griin) und des Proteins
P23K-3/4 aus der EDTA-Probe (*rot) resultiert in einem Doppelspot. b) Ein identischer
Doppelspot von P23K-3/4 (*grlin, *rot) lasst sich mit R.padi befallenen Gerstenpflanzen und
anschlieender Probengewinnung mit Hilfe der EDTA-Methode erzielen.

Eine zu P23K-3/4 (*griin) deckungsgleiches Proteinartefakt aus den nicht konstanten
Auftrennungsmustern der EDTA-Methode konnte in Abb. 3.28 ausgeschlossen
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werden. In allen angefertigten Gelen ohne Befall der Versuchspflanzen mit R.padi
konnte an der Position von P23K-3/4 (*griin) im Gel kein identischer Spot registriert
werden. Auch eine Verunreinigung mit Blattlausproteinen durch vereinzelt ins
Exsudationsmedium gefallene Aphiden konnte durch den unter 3.2.9 beschriebenen

Versuch ausgeschlossen werden.

3.2.9 Systemischer Einfluss von Bgh und R.padi auf P23K-3/4

Nachdem eine systemische Induzierung bzw. ein systemischer Transport von P23K-
3/4 zwischen den inokulierten Blattspitzen bis zur Probenentnahmestelle gezeigt
werden konnte, wurden ausschliel3lich die 2. Blatter der Versuchspflanzen inokuliert
und vor der erleichterten Exsudation mit EDTA verworfen. Nach einer Inokulation mit
Bgh konnte jedoch in diesen Versuchsansatzen (16-22hai und 40-46hai) keine
eindeutige Hochregulierung von P23K-3/4 aus den Exsudaten der 3. und 4. Blatter
nachgewiesen werden. Im Fall einer Abschwéchung des Effektes mit zunehmender
Reizentfernung lassen sich geringe Unterschiede zwischen der Kontrolle und den nur
am 2. Blatt inokulierten Pflanzen, durch die relativ grofien quantitativen
Abweichungen der phloemspezifischen Referenzproteine, mit der EDTA-Methode
nicht mehr eindeutig nachweisen.

Durch die Entstehung des unter 3.2.8 beschriebenen P23K-3/4 Doppelspots sollte
eine systemische Verteilung oder Induzierung des Proteins in der gesamten
Gerstenpflanze nach Befall des 2. Blattes mit R.padi Uberprtft werden. Der durch
R.padi induzierte P23K-3/4 Spot bietet den Vorteil, dass er im Gegensatz zum Bgh
induzierten P23K-3/4 Spot nicht konstitutiv exprimiert wird und daher kein

Hintergrundsignal im Gel zeigt.

Abb. 3.30: Reproduktionen des P23K-3/4 Doppelspots nach Befall des 2. Blattes mit R.padi. a,b)
Pallas 42-48h nach Befall mit R.padi, c) Pallas mlo5 42-48h nach Befall mit R.padi, d) Pallas
mlo5 42-48hai (+Bgh) und 42-48h nach Befall mit R.padi). Das 2. Blatt wurde in allen
Experimenten vor der Probenentnahme entfernt.

Analog zu den Versuchen mit Bgh inokulierten Pflanzen wurden die Aphiden (R.padi)

ausschlieBlich auf das 2. Blatt der Versuchspflanzen gesetzt (jeweils ca. 300
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Aphiden) und nach 42h inklusive den 2. Blattern wieder entfernt. Die 2. Blatter der
Kontrolle wurden ebenfalls entfernt. Auch nach der erleichterten Exsudation mit
EDTA der verbleibenden Pflanzenteile konnte der P23K-3/4 Doppelspot im Gel
nachgewiesen werden. Damit ist zu erwarten, dass das Protein P23K-3/4 in den
verbleibenden Blattern systemisch verteilt bzw. systemisch induziert worden ist.
Insgesamt konnte der P23K-3/4 Doppelspot in 5 von 6 Experimenten reproduziert
werden (Abb. 3.30). Auch nach Inokulation der gesamten Pflanze mit Bgh war eine
Bildung des Doppelspots moglich (Abb. 3.30.d).

3.2.10 Posttranslationale Modifikationen

Eine Verschiebung des R.padi induzierten Spots (*griin) in Richtung des sauren
Bereichs wahrend der IEF lasst sich eventuell durch posttranslationale
Modifikationen von P23K-3/4 erklaren. Mit Hilfe des Programms ,NetPhos”
(www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/) lassen sich mégliche Phosphorylierungsstellen
in der Aminosauresequenz von P23K-3/4 identifizieren und mit Hilfe des Programms
~,compute pl/Mw tool* (http://www.expasy.org/tools/pi_tool.html) der theoretische IEP
nach Phosphorylierung des Proteins berechnen (Abb. 3.31).

HetPhes 2.8: predicted pheospherylation sites in Sequence

Serine —— |  [#Phosphates Molecular Weight |soelectric Point

E Miromine —— | [ 0 [ zo%83808 | 650
£ |1 [ 230338 [ 616
2 [ 2 | 231143088 | 589
5 [ 3 | a8 | 56
: ‘ , [ 4 [ mozmes | 543
3 - I ] ' ' [ 5 | 233482008 | 522
H [ 6 | 234261848 | 505
£ ! [ 7 [ 230471288 | 488
) ‘ || | ‘ _ L - ‘E[ ‘I , [ & | 2358200% | 476
[ T T T T

a 58 laa 156 Pl

Abb. 3.31: Theoretisch ermittelte Phosphorylierungsstellen an Serin, Threonin und
Tyrosinresten in der Aminosauresequenz von P23K-3 und unterschiedliche Isoelektrische
Punkte des Proteins P23K-3 nach Bindung von Phosphatresten.

Fur die Proteine P23K-3 und P23K-4 konnten identische IEP mit einem pH-Wert von
6,5 ermittelt werden. Nach der Bindung eines Phosphatrestes andert sich der
theoretische IEP auf einen pH-Wert von 6,16. Dies entspricht in den verwendeten
IPG-Gelen (pH5-8; Lange 7cm) einer horizontalen Verschiebung von ca. 2,3mm.
Dieser Wert entspricht den im Proteingel ermittelten Abstand der beiden P23-K3/4

Proteinspots von ca. 2mm.
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3.2.11 Jasmonsauremethylester Behandlung

Aufgrund der 87% Ubereinstimmung der Aminosauresequenz (Abb. 3.16) von P23K-
3/4 zum 23kDa Jasmonat induzierten Protein (JIP-23) sollte eine eventuelle Reaktion
von P23K-3/4 nach Behandlung der Pflanzen mit 200uM Methyljasmonat untersucht
werden. In Proteingelen aus EDTA-Proben konnte keine signifikante Anderung von
P23K-3/4 zu den Zeitpunkten 16-22h und 42-48h nach Behandlung festgestellt

werden.

3.2.12 DCINA Behandlung

Um P23K-3/4 in einen Pathogenrelevanten Signalweg einzuordnen, sollte mit Hilfe
der EDTA-Methode eine mdgliche Regulierung des Proteins nach Behandlung der
Versuchspflanzen mit dem chemischen Resistenzinduktor Dichlorisonikotinsaure
(DCINA) Uberpruft werden.

In den mit 10ppm DCINA behandelten Gerstenpflanzen konnte eine sehr niedrige
Konzentration von P23K-3/4 nach 12-18h (Abb. 3.32, 3.33) und 24-30h (Abb. 3.34,
3.35) nach Behandlung festgestellt werden, was auf eine Runterregulierung des

Proteins hindeutet.

a pPH 5 e o pH &

100kDa

75kDa

& § v ¥

S0kDa

aTkDa e

25kDa -

- -
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Abb. 3.32 (siehe Seite 63)
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Abb. 3.32: Zweidimensionale Auftrennung und Silberfarbung von Proteinen aus EDTA-Proben
(Hv. cv. Pallas). a) Kontrolle b) 12-18h nach Behandlung mit DCINA.
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Abb. 3.33: Quantifizierung der Referenzspots (Refl-3) und des Proteins P23K-3/4 aus der
Kontrolle und mit DCINA (12-18hat) behandelten Pflanzen. Die entsprechenden
Proteinauftrennungen sind in Abb. 3.32 dargestellt.
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Abb. 3.34: Zweidimensionale Auftrennung und Silberfarbung von Proteinen aus EDTA-Proben

(Hv. cv. Pallas).
a) Kontrolle b) 24-30h nach Behandlung mit DCINA.
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Abb. 3.35: Quantifizierung der Referenzspots (Refl,3) und des Proteins P23K-3/4 aus der
Kontrolle und mit DCINA (24-30hat) behandelten Pflanzen. Die entsprechenden
Proteinauftrennungen sind in Abb. 3.34 dargestellt.
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3.2.13 Brennreiz

Der Brennreiz ist ein gangiges Mittel zur Auslésung von Stresssignalen in Pflanzen.
Aufgrund der unter 3.2.7 beschriebenen Beobachtungen sollte seine Wirkung auf
eine Regulierung von P23K-3/4 zu den Zeitpunkten 3-9hat und 16-22hat mit Hilfe der
EDTA-Methode untersucht werden. Nach dem Anbrennen des jeweils letzten Drittels,
der 2., 3. und 4. Blatter, konnte mit Hilfe der EDTA-Methode keine Anderung von
P23K-3/4 gegentber der Kontrolle festgestellt werden (Abb. 3.36, 3.37).
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Abb. 3.36: Zweidimensionale Auftrennung und Silberfarbung von Proteinen aus EDTA-Proben
(Hv. cv. Pallas). a) Kontrolle b) 3-9h nach Anbrennen der Blattspitzen. (n=2)
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Abb. 3.37: Quantifizierung der Referenzspots (Refl und Ref3) und des Proteins P23K-3 aus der
Kontrolle und 3-9h nach Anbrennen der Blattspitzen. Die entsprechenden
Proteinauftrennungen sind in Abb. 3.37 dargestellt. (n=2)

3.2.14 Messung der Peroxidaseaktivitat in Stylektomieproben aus Gerste nach
Inokulation mit Bgh und Befall mit R.padi

Peroxidasen sind haufig am Aufbau und Verstarkung der sekundaren Zellwand
beteiligt und gelten neben anderen Enzymen als Quelle fir die H,O,-Produktion in
Pflanzen (Blee et al. 2001, Bolwell et al. 2002). H,O, wird haufig in Zusammenhang
mit Stressantworten von Pflanzen diskutiert. Aufgrund von Literaturhinweisen
(Alvarez et al. 1998, Karpinski et al. 1999, Foyer et al. 2005) sollte insbesondere ein
systemischer Effekt auf die Peroxidaseaktivitéat im Siebrohrensaft der Gerste (bzw. in
Stylektomieproben) nach Inokulation mit Bgh wuntersucht werden. Die
Probenentnahme mittels Stylektomie erfolgte dazu auf dem 3. Blatt der Pflanzen,
wahrend ausschlie8lich das 2. Blatt mit Bgh inokuliert wurde. Aus den
Siebelementséften, die 0-6h nach dem Kauterisieren der Aphidenstilette (ohne
Inokulation mit Bgh) gewonnen wurden, lieien sich keine Proben ohne erhdhte
Peroxidaseaktivitat gewinnen (Abb. 3.38, Probe Nr.1). Dies spricht fur eine lokale
Induktion der Peroxidaseaktivitdit an der Probenentnahmestelle. Nach einer
Inokulation des 2. Blattes mit Bgh konnte nach erneuter Probenentnahme (0-16hai)
eine anhaltende Erhdhung der Peroxidaseaktivitat festgestellt werden (Abb. 3.38,
Probe Nr.2), wahrend in den Proben der Kontrolle eine Verminderung der
Peroxidaseaktivitat beobachtet werden konnte (Abb. 3.38, Probe Nr.3).

67



Ergebnisse

a) R.padiin
Sammelkéafige
setzen Stylektomie (t=0) Probe Nr.1 Kontrolle Probe Nr.3
—4 N 0-6h 6h-22h
Prpbe Nr.1 Probe Nr.2
+Bgh
0-6h Bh-22h
b) Abb. 3.38:
' HRP a) Ubersicht der
Probenentnahme
Probe Nr.1 0-6h
o Probe Nr.2 6-22h (+Bgh) b) Reproduktionen der

Peroxidaseaktivitat:

Probe Nr.3 6-22h (Kontrolle) ~ Proben Nr.1-3 (je 1ul
Stylektomieprobe),

HRP=Positivkontrolle

Aufgrund der lokalen Induktion der Peroxidaseaktivitat an der Probenentnahmestelle,
die 0-6h nach Kauterisierung der Aphiden aus unbehandelten Pflanzen gewonnen
wurden (Abb. 3.38 und 3.39, Probe Nr.1), sollte analog zu der Inokulation mit Bgh
(Abb. 3.39, Probe Nr.3) auch ein systemischer Effekt der Blattlause untersucht
werden. Nach einem massiven Befall des 2. Blattes (ca. 300 Aphiden) konnte
ebenfalls eine Erhéhung der Peroxidaseaktivitat im 3. Blatt ermittelt werden (Abb.
3.39, Probe Nr.2). Die Peroxidaseaktivitdt der Kontrolle (Abb. 3.39, Probe Nr.4)
zeigte eine niedrige Aktivitat.

a) R.padiin
Sammelkafige Probe Nr.4
setzen Stylektomie (t=0) PO ontrolle A
N, i 0-6h 6h-22h
Probe Nr.1 Probe Nr.3
+Bgh
0-6h Bh-22h
Probe Nr.1 Probe Nr.2
+R.padi
0-6h 6h-22h
b) . _ Abb. 3.39:
; a) Ubersicht der
. ® HRP Probenentnahme
o o ©  Probe Nr.1 0-6h
[6) | Q «  Probe Nr.2 6-22h (+R.pad)) b) Reproduktionen der
° f*gs Peroxidaseaktivitat:
& o Probe Nr.3 6-22h (+Bgh) Proben Nr. 1-4 je 1l
O Stylektomieprobe,
¢ Probe Nr.4 6-22h (Kontrolle) ~ HRP=Positivkontrolle
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Um genauere Informationen tUber den zeitlichen Verlauf der Peroxidaseaktivitat nach
Inokulation mit Bgh zu erhalten, wurde die Probenentnahme in 8h Zeitabschnitte
unterteilt (Abb. 3.40a). Auch hier wurde eine erhthte Peroxidaseaktivitat nach der
Kauterisierung bzw. der Entfernung der Aphiden ermittelt (Abb. 3.40, Probe Nr.1, 2,
Probentnahme 0-8h). Nach einer weiteren Probenentnahme (8-16h) ohne
Behandlung der Pflanzen konnte eine Verminderung der Peroxidaseaktivitat ermittelt
werden (Abb. 3.40, Probe Nr.3, 4). Nach 16h erfolgte die Inokulation des 2. Blattes
mit Bgh, die in einer erhbhten Peroxidaseaktivitdt in der 16-24h Probe resultierte
(Abb. 3.40, Probe Nr.6). In den Proben der Kontrolle war dagegen eine weitere
Abnahme der Peroxidaseaktivitat zu beobachten (Abb. 3.40, Probe Nr.5).

a) R.padiin
Sammelkafige
. Probe Nr.1 Probe Nr.3 Probe Nr.6
setz\:m Stylektom.le (t=0) A Kontrolle .
v i.N. s 0-8h 8h-16h 16h-24h
Prgbe Nr.2 Probe Nr.4 Probe Nr.5
A5
0-8h 8h-16h 16h-24h
HRP Abb. 3.40;
a) Ubersicht der Probenentnahme
Probe Nr.1
Probe Nr.2

b) Peroxidaseaktivitat der Proben 1-6 (je 1pl
Probe Nr.3 (Kontrolle) Stylektomieprobe, HRP=Positivkontrolle)

Probe Nr.4 (Kontrolle)
Probe Nr.5 (Kontrolle)

Probe Nr.6 (+Bgh)

3.2.15 Bestimmung der l6slichen Phenolsduren in Gerste nach Befall mit Bgh

Nachdem eine systemische Hochregulierung der Peroxidaseaktivitat und eine
systemische Induzierung bzw. Verteilung von P23K-3/4 ermittelt wurden, sollte auch
die systemische Induzierung von l6slichen Phenolsauren bestimmt werden. Nach
einer ausschlief3lichen Inokulation des 2. Blattes konnte im 4. Blatt ein erhdhtes
Signal der Phenolsaure mit einer Retentionszeit von 13min festgestellt werden.
Ebenso zeigte die Phenolsdure mit einer Retentionszeit von 15min eine

Konzentrationserhohung gegeniiber der Kontrolle. Die Ergebnisse wurden nicht
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reproduziert, weil keine entsprechenden Standardsubstanzen fur die ldentifizierung
der Phenolsauren verfugbar waren.
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Abb. 3.41: Bestimmung der Iéslichen Phenolsduren aus dem 2.,3. und 4. Blatt der Gerste (Hv.
cv. Pallas mlo5) nach Inokulation des 2. Blattes mit Bgh. Dargestellt sind die Anteile der
I6slichen Phenolsduren aus den Pflanzen der Kontrolle (helle Balken) und die I8slichen
Phenolsduren der auf dem 2. Blatt inokulierten Pflanzen (dunkle Balken).
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3.2.16 Bestimmung der Zellwandmasse nach Befall mit Bgh

Aufgrund von Literaturhinweisen (Oikawa et al. 2009) uUber Defekte wahrend der
Bildung der sekundaren Zellwand nach einem VIGS (virus induced gene silencing)
von P23K sollte der Einfluss von Bgh auf den prozentualen Zellwandanteil, bezogen
auf die Frischmasse der Pflanzen, ermittelt werden. Dabei wurde nur das 2. Blatt der
Gerstenpflanzen mit Bgh inokuliert und der Zellwandanteil der 2., 3. und 4. Blatter
48hai ausgewertet. Im 3. und 4. Blatt von Pallas mlo5 konnte 48hai eine signifikante
Erh6hung (t-Test: 3. Blatt P=0,004, 4. Blatt P=0,001) des Zellwandanteils von 11%
gegenuber der Kontrolle ermittelt werden (Abb.3.43), wahrend im Kultivar Pallas die
Veranderungen des Zellwandanteils weniger stark und nicht signifikant ausgepragt
waren (Abb. 3.42). Die Experimente wurden in 5 Wiederholungen mit je 3 Pflanzen

durchgefuhrt.

Pallas
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Abb. 3.42: Prozentuale Anteile der Trockenmasse (TM) an der Frischmasse (FM) der 2.,3. und 4.
Blatter (Hv. cv. Pallas) nach Inokulation des 2. Blattes mit Bgh. (t-Test: 2.Blatt P=0,188; 3. Blatt
P=0,151; 4. Blatt P=0,952)
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Abb. 3.43: Prozentuale Anteile der Trockenmasse (TM) an der Frischmasse (FM) der 2.,3. und 4.
Blatter (Hv. cv. Pallas mlo5) nach Inokulation des 2. Blattes mit Bgh (t-Test: 2.Blatt P=0,056; 3.
Blatt P=0,004; 4. Blatt P=0,001). Verglichen mit der Kontrolle konnte im 3. und 4. Blatt eine
Erhéhung von 11% der TM 48hai mit Bgh ermittelt werden.
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4 Diskussion

4.1 Etablierung der EDTA- und Stylektomiemethode zur phloemspezifischen
Probenentnahme aus Hordeum vulgare

Mit Hilfe einer Analyse von phloemspezifischen Proben der Gerste nach
Mehltaubefall sollten neue Erkenntnisse Uber mdgliche systemische Signale zur
Pathogenabwehr von Bgh gewonnen werden. Der Schwerpunkt der Arbeit lag auf
der Veranderung der Proteinzusammensetzung im Siebr6hrensaft der Gerste nach
Befall mit Bgh. Im methodischen Teil der Arbeit sollten zunachst die erleichterte
Exsudation mit EDTA und die Aphidenstylektomie, zur Gewinnung von

phloemspezifischen Proben aus Gerste, etabliert und verglichen werden.

4.1.1 Vergleich der Probeentnahmetechniken mittels SDS-PAGE

Die erleichterte Exsudation mit EDTA sollte als Alternativmethode, zur bereits
ausfuhrlich beschriebenen Probenentnahme mittels Stylektomie aus Getreide
(Fukumorita und Chino 1982, Fisher und Frame 1984, Hayashi und Chino 1985),
etabliert werden. Die Vorteile der EDTA-Methode liegen in der einfachen Anwendung
und einem experimentellen Zeitvorteil fur die Probengewinnung. Ebenso kénnen
Signale durch Aphiden ausgeschlossen werden, die eventuell Bgh induzierte Signale
Uberlagern. Durch das Abschneiden der Pflanzen flr die erleichterte Exsudation ist
aber auch hier mit Wundsignalen zu rechnen, die mdglicherweise mit Bgh induzierten
Veranderungen im Siebréhrensaft interagieren. In der EDTA-Probe wurde vor allem
durch die hohe Anzahl der angeschnittenen Zellen und den damit freigelegten
Zellmembranen mit einer grof3en Anzahl von nicht phloemspezifischen Proteinen im
Exsudationsmedium gerechnet. Die Flache der beschadigten Zellen liegt in
Abhangigkeit von der verwendeten Pflanzenanzahl in einem Bereich von einigen
Quadratmillimetern bis zu einer Flache im Quadratzentimeterbereich im Fall einer
Probenentnahme fur die zweidimensionale Gelelektrophorese. Zuséatzlich ist mit
einer plasmamembranschadigenden Wirkung von EDTA zu rechnen (Pate 1980,
Girousse et al. 1991), sodass weitere Proteine aus den Membranen der
angeschnittenen Zellen freigesetzt werden. Ebenso werden, trotz einer
wasserdampfgesattigten Atmosphare wahrend der Probengewinnung, grof3e Mengen
der EDTA-LGsung durch das Xylem aufgenommen. Hierbei ist nicht geklart, ob und in

welchem Umfang das aufgenommenen EDTA in die Siebrohren transportiert wird. Im
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Phloem koénnte eine membranschadigende Wirkung von EDTA parietale
Phloemproteine ablésen, die trotz ihrer Phloemspezifitat als Artefakte im
Exsudationsmedium anzusehen sind. Mit einer Exsudation der Pflanzen ohne EDTA
im Exsudationsmedium und den entsprechend fehlenden Proteinbanden (Abb. 3.1)
konnte bestétigt werden, dass ein Grol3teil der Proteinartefakte der EDTA-Methode
nicht auf ein Leck der Proteine aus den angeschnittenen Zellen zuriickzufiihren sind.
Wahrscheinlicher ist, dass EDTA im Laufe der mehrstiindigen Probenentnahme die
freigelegten Zellmembranen beschadigt und dadurch membrangebundene Proteine
ins Exsudationsmedium freigesetzt werden. Trotzdem wurde bei allen Exsudationen
mit EDTA die Probe der ersten Stunde verworfen. In diesem Zeitabschnitt der
Probenentnahme wurde mit dem héchsten Anteil von Proteinverunreinigungen
gerechnet, die auf ein einfaches Leck von Proteinen zurlckzufiihren sind.
Abweichend vom Originalprotokoll von King und Zeevaart (1974) wurde schlief3lich
eine EDTA-Konzentration von 5mM wahrend des Schneidens bzw. von 2,5mM
wahrend der Probensammlung als ausreichend fir die Gewinnung von
Phloemproben beurteilt. Ahnliche Beobachtungen wurden bereits zuvor von
verschiedenen Autoren wéahrend der Probensammliung mit der EDTA-Methode
gemacht (Weibull et al. 1990, van Bel et al. 1994, Liu et al. 2012).

Besonders auffallig war der hohe Anteil von hochmolekularen Proteinen im Gel, die
mit Hilfe der EDTA-Methode gewonnen wurden (Abb. 3.1, 3.3). In Proben, die mit
Hilfe der Stylektomiemethode aus Weizen und Reis gewonnen wurden, lasst sich ein
Molekulargewicht zwischen 10kDa und 50kDa fur den Grol3teil der Proteine ermitteln
(Schobert et al. 1998). Diese Werte stimmen mit den ermittelten Molekulargewichten
der Stylektomieprobe aus Gerste gut Uberein (Abb. 3.2, 3.3). In seltenen Fallen
konnen die exsudierenden Stilette bis zu 3 Tage Siebrohrensaft liefern. Die
Auftrennung dieser Proben ergibt in der SDS-PAGE ein sehr stabiles Bandenmuster,
obwohl der Siebrohrensaft bis zu 24h bei Raumtemperatur unter Silikon6l verblieb
(Abb. 3.2). In den Proben, die 24h nach Abtrennung der Stilette gewonnen wurden,
l&sst sich lediglich eine Abnahme der Proteinkonzentration feststellen, jedoch keine
zusatzlichen Proteinbanden im niedermolekularen Bereich (Abb. 3.2). Anhand dieser
Ergebnisse ist mit einer sehr geringen oder nicht vorhandenen Proteaseaktivitat im
Siebréhrensaft der Gerste zu rechnen. Aul3erdem wurden bereits Proteaseinhibitoren
im Siebrohrensaft von verschiedenen Pflanzenspezies detektiert (Kehr 2006). Auch

eine von Aphiden induzierte Expression von Proteaseinhibitoren in Gerste konnte
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bereits nachgewiesen werden (Casaretto und Corcuera 1998), allerdings gibt es
derzeit keine phloemspezifischen Untersuchungen in Gerste. Aufgrund der hohen
Anzahl angeschnittener Zellen ist in der EDTA-Probe mit einer hoheren
Kontaminierung von Proteasen auszugehen. Durch die hemmende Wirkung von
EDTA auf Metalloproteasen (Zhang und Jones 1995, Fontanini und Jones 2001) und
die Probenaufbereitung bei 8°C konnte auch hier keine stérende Proteaseaktivitat

festgestellt werden.

4.1.2 Vergleich der Probeentnahmetechniken mittels zweidimensionaler
Gelelektrophorese

Um die Qualitat der vergleichenden Analyse der Proteine aus den unterschiedlichen
Sammeltechniken zu erhdhen, sollte fur die Stylektomie- und EDTA-Probe eine
zweidimensionale Proteintrennung etabliert werden. Dazu musste die stark
verdinnte Proteinlésung aus der EDTA-Methode auf ein geeignetes Volumen
eingeengt werden. Grundvorrausetzung fur eine erfolgreiche IEF ist jedoch ein
geringer Salzgehalt (Strahler et al. 1988), weshalb das Exsudationsmedium nicht
durch eine Verdampfung (z.B. Vakuumkonzentration) reduziert werden konnte. Mit
Hilfe von Durchflusskonzentratoren ergab sich die Mdglichkeit, die Salzkonzentration
zu verringern und andere niedermolekulare Verunreinigungen vor der IEF aus der
Probe zu entfernen. Dabei stellte sich die Proteinbindekapazitat einiger
Membranfilter in Verbindung mit den sehr geringen Proteinmengen als problematisch
heraus. Schliel3lich wurde mit den verwendeten Filtereinheiten und einer
Vorbehandlung der Filtermembran eine Optimierung der gewonnenen Probenmenge
erreicht. AulBerdem wurde mit Hilfe der Chloroform/Methanol-Féllung (Wessel und
Flligge 1984) eine Verbesserung der Loslichkeit des Proteinpellets aus der EDTA-
Probe im IEF-Puffer erzielt. Eine  Verbesserung in der zweidimensionalen
Auftrennung der Proteine konnte mit der Verwendung des R2D2-IEF-Puffers nach
Méchin et al. erreicht werden (Abb. 3.4). Durch die Kombination von zwei
reduzierenden Substanzen (DTT und TECEP) und die Verwendung von zwei
verschiedenen Detergenzien (CHAPS und SB3-10) konnte die Fokussierung im pH-
Bereich von pH6-pH7 verbessert werden (Méchin et al. 2003). Damit konnten auch
fur die vergleichende Proteinanalyse wichtige Referenzspots im mittleren pH-Bereich

der IPG-Gele getrennt werden (Abb. 3.5, 3.18). Anhand dieser Referenzspots konnte
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die Phloemspezifitat von EDTA-Proben (Kontrolle/lbehandelte Pflanzen) beurteilt
werden, die Vorrausetzung fur einen Vergleich der Proteinmuster war.

In der Auftrennung der EDTA-Proben konnte zwischen den verschiedenen
Versuchsansétzen, bei identischer Verarbeitung und Aufzucht der Pflanzen, ein stark
unterschiedliches Proteinmuster festgestellt werden (Abb. 3.5). Trotzdem konnte
nach der ldentifizierung der potentiell phloemspezifischen Proteine im EDTA-Gel
(Abb. 3.7) eine nahezu identische Abgabe von Phloemproteinen festgestellt werden.
Zusammenfassend kann die Aussage getroffen werden, dass alle zur Referenzprobe
(Stylektomieprobe) deckungsgleichen Spots der EDTA-Probe stets an identischen
Stellen im Gel lokalisiert waren. Die zur Referenzprobe nicht-deckungsgleichen
Spots aus der EDTA-Methode zeigten von Experiment zu Experiment, trotz einer
identischen Versuchsdurchfihrung, stets unterschiedliche Auftrennungsmuster.
Vermutlich handelt es sich hierbei um unspezifische Proteinartefakte aus den
Membranen der angeschnittenen Zellen, die im Verlauf der sechsstindigen
Exsudation abgegeben werden. Moglicherweise ist hier auch ein Grund dafir zu
sehen, dass die Analyse von Carbohydraten mittels der erleichterten Exsudation
etablierter ist und haufiger angewendet wird. Artifizielle Zuckeranteile werden
vermutlich effektiver, wahrend der ersten Stunde der Exsudation, aus den
angeschnittenen Zellen entfernt, sodass im weiteren Verlauf der Exsudation mit einer
relativ phloemspezifischen Probe zu rechnen ist. Ahnliche Ergebnisse wurden bereits
von van Bel und Hess (2008) ermittelt.

Normalerweise ist eine Proteinmengenbestimmung vor der Beladung der IPG-Gele
fur den korrekten Vergleich von zweidimensionalen Proteingelen unverzichtbar. Aus
den Proteintrennungen der EDTA-Proben wurde jedoch deutlich, dass eine
Proteinmengenbestimmung keine Aussage Uber den Anteil der Phloemproteine in
EDTA-Proben liefert. Eine mdglichst gleiche Phloemspezifitat von EDTA-Proben
zwischen der Kontrolle und den Proben aus behandelten Pflanzen konnte deshalb
nur mit einer einheitlichen Probenentnahme und Probenaufbereitung erzielt werden.
Im Gegensatz zur EDTA-Methode konnte der Siebrohrensaft aus den
Stylektomieproben bis zu einer Menge von 15ul ohne weitere Behandlung in den
IEF-Probenpuffer aufgenommen werden. Insbesondere die hohe Kalium- und
Zuckerkonzentration in den Stylektomieproben dirfte flur das schlechte
Fokussierungsverhalten mit einer hoheren Probenmenge wahrend der IEF

verantwortlich sein. In Phloemproben aus Gerste wurden Kaliumkonzentrationen von
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50-110mM gemessen (Fromm und Eschrich 1989), im Siebrohrensaft von Weizen
konnte eine Kaliumkonzentration von 299mM ermittelt werden (Hayashi und Chino
1986). Die letzteren Autoren ermittelten ebenfalls eine Saccharosekonzentration von
251mM in Stylektomieproben aus Weizen. Ahnlich hohe Saccharosekonzentrationen
(150-240mM) konnten auch in den Stylektomieproben aus Gerste ermittelt werden
(3.1.8). Von Winter et al. (1992) konnten bereits Saccharosekonzentrationen von ca.
1000mM in Stylektomieproben aus Gerste ermittelt werden. Hier erfolgte die
Probenentnahme jedoch unter hoher Luftfeuchtigkeit und nicht unter Ol, um der
Verdunstung von Wasser vorzubeugen.

Mit einer Stylektomieprobenmenge von ca. 12l konnte eine mit der EDTA-Methode
(64 Pflanzen, 21d) vergleichbare Menge von phloemspezifischen Proteinen
gewonnen werden. Die groRe Anzahl von Pflanzen, die wahrend der erleichterten
Exsudation notig war, ergibt sich prinzipbedingt durch die Unterbrechung des
Druckgradienten zwischen den oberirdischen Pflanzenteilen (source) und der Wurzel
(sink). Mit der Abtrennung der oberirdischen Pflanzenteile ist die Druckstromtheorie
nach Miunch (1930) nicht mehr erfillt und es ist mit einer deutlichen Verlangsamung
der Translokationsgeschwindigkeit im Phloem zu rechnen.

Die Gewinnung einer Stylektomieprobe von 12ul erforderte ca. 30 exsudierende
Stilette, die Uber einen Zeitraum von 6h Siebrohrensaft abgeben. Dazu waren ca.
120 erfolgreich kauterisierte Blattlause noétig, da nur jedes vierte erfolgreich
kauterisierte Stilett eine Abgabe von Siebrohrensaft zeigte. Zusatzlich ist mit einer
Aussortierung von verunreinigten Proben, z.B. durch Kontakt mit dem Abwehrsekret
der Blattlause, Kontakt mit dem Klebstoff oder Kontakt mit der Blattoberflache, zu
rechnen. Die ermittelte Exsudationsrate von durchschnittlich 66 nl/h (0,4ul/6h, Abb.
3.26) entspricht dem von Doering-Saad et al. ermittelten Wert in Gerste von 60-
120nl/h (Doering-Saad et al. 2002).

Als zusatzliche Qualitatskontrolle wurden einige Stylektomieproben mit RUBISCO-
spezifischen Primern untersucht (3.1.7). Dabei konnte aus den Stylektomieproben,
der photosynthetisch inaktiven Siebelemente, kein RUBISCO spezifisches PCR-
Produkt amplifiziert werden, was auf eine besondere Reinheit der gewonnen Proben
hindeutet (Ruiz-Medrano et al. 1999, Giavalisco et al. 2006). Durch eine sorgfaltige
Probensammlung, ohne Kontakt der Probe zur Epidermis, Hadmolymphe oder dem
Abwehrsekret der Aphiden, konnten ebenfalls RNAse freie Proben aus den

Siebelementen gewonnen werden. Dies deutet ebenfalls auf die Reinheit einer
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siebelementspezifischen Probe hin (Sasaki et al. 1998, Doering-Saad et al. 2002)
und es besteht die Mdglichkeit den Siebrohrensaft als Template in einer PCR-
Reaktion einzusetzen.

In der zweidimensionalen Auftrennung von Stylektomieproben lasst sich im
Gegensatz zur EDTA-Methode ein sehr stabiles Proteinmuster feststellen. Mit einer
Probenmenge von 12pl Siebrohrensaft kdnnen bis zu 60 verschiedene Proteinspots
im Gel detektiert werden. Die Daten unterstitzen damit die Ergebnisse von Gaupels
et al. (2008), die mit 100ul Stylektomieprobe (personliche Mitteilung Dr. Frank
Gaupels) bis zu 250 Proteine im Siebrohrensaft der Gerste nachweisen konnten.
Diese Probenmenge erfordert allerdings einen sehr hohen Zeitaufwand, der nicht fir
vergleichende Proteingele geeignet erscheint. Fir die Untersuchung der
Phloemproben nach verschiedenen Behandlungen und unterschiedlichen
Zeitpunkten nach der Behandlung der Pflanzen musste demzufolge ein Kompromiss
zwischen eingesetzter Proteinmenge und einem vertretbaren Zeitaufwand gefunden
werden. Dies ist auch als Hauptgrund fir die bisherigen phloemspezifischen
Untersuchungen aus Stylektomieproben zu sehen, die meist auf den grundlegenden
Inhalt der Siebelemente ausgelegt sind.

Nachdem die Vorraussetzungen fur eine zweidimensionale Proteintrennung optimiert
wurden, sollte mit Hilfe einer optischen Uberlagerung der zweidimensionalen Gele
aus den Stylektomie- und EDTA-Probe die phloemspezifischen Proteine der EDTA-
Probe identifiziert werden. In der Falschfarbendarstellung (Abb. 3.7) der beiden
Proben kann fur einen Grol3teil der Proteine aus der Stylektomieprobe eine exakte
Ubereinstimmung mit den Proteinen der EDTA-Probe festgestellt werden. Trotzdem
konnten fur einige stark exprimierte Proteine aus der Stylektomieprobe keine
deckungsgleichen Proteinspots in der Auftrennung der EDTA-Probe gefunden
werden (Abb. 3.7). Dabei kann es sich nicht um Speichelproteine der zur
Probengewinnung eingesetzten Aphiden handeln. Die Proteinmenge der
verwendeten Aphiden reicht nicht flr eine Detektion im Proteingel aus (Will et al.
2007). AuBerdem konnte mit Hilfe der massenspektrometrischen Analyse ein nicht
deckungsgleiches Protein aus der Stylektomieprobe als pflanzenspezifisch
identifiziert werden (3.2.2). Auch Verunreinigungen, z.B. durch Hamolymphe, lassen
sich durch eine optische Kontrolle wahrend der Probensammlung und ein stets
konstantes Proteinmuster der Stylektomieprobe ausschlieBen. Moglicherweise

handelt es sich bei den nicht deckungsgleichen Spots um Proteine, die durch die
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eingesetzten Aphiden verstarkt exprimiert wurden. Auch fur das Protein P23K-3/4
konnte eine Auswirkung von R.padi ermittelt werden (3.2.8). Im Gegensatz zu P23K-
3/4 konnten jedoch in den EDTA-Proben aus R.padi befallenen Gerstenpflanzen
keine Proteinspots an den Fokussierungspunkten der nicht deckungsgleichen
Proteine identifiziert werden. Anhand von Untersuchungen mit der Aphidenart
Sitobion yakini im Zusammenhang mit dem Fral3verhalten auf Gerste konnte gezeigt
werden, dass diese Aphidenart die dinnwandigen Siebelemente in Gerste stark
bevorzugt (Matsiliza und Botha 2002). Bei einem ahnlichen FralR3verhalten von R.padi
besteht demnach auch die Moglichkeit, mit der EDTA-Methode Phloemproteine zu

gewinnen, die nicht durch die Stylektomiemethode zuganglich sind.

4.1.3 Vergleich der phloemspezifischen Sammeltechniken mittels
Carbohydratanalyse

Mit Hilfe von Zuckeranalysen aus den unterschiedlichen Sammeltechniken sollten
weitere Ruckschlisse auf den Verunreinigungsgrad der EDTA-Methode gewonnen
werden. Eine erhdohte Menge von Hexosen im Exsudationsmedium lasst sich als
Grad der Verunreinigung interpretieren (Tully und Hanson 1979, Groussol et al.
1986). Als Referenzwert fur die Phloemspezifitat diente der Saccharosegehalt von
96%, der aus Stylektomieproben nach mindestens 8h Belichtungsdauer ermittelt
wurde. Dagegen konnte in den EDTA-Proben nur ein Saccharosegehalt von
durchschnittlich 67% ermittelt werden. Anhand von Bestimmungen der Zuckertypen
in Gerste aus unterschiedlichen Zelltypen ist mit einer Freisetzung von Hexosen aus
Epidermis-, Mesophyll- und parenchymatischen Bindelscheidezellen zu rechnen
(Tully und Hanson 1979, Koroleva et al. 1998). Im Gesamtblattextrakt konnte ein
Saccharoseanteil von durchschnittlich 23% ermittelt werden (Abb.3.8). Damit ist zu
erwarten, dass die EDTA-Probe mit zusatzlichen, nicht-phloemspezifischen
Saccharoseanteilen aus unterschiedlichen Gewebetypen angereichert ist. Der Anteil
der Siebelemente am Saccharosegehalt aus den Blattextrakten kann in dieser
Messung vernachlassigt werden. Im Allgemeinen ist mit einem Phloemanteil in
Blattern von nur ~0,5% zu rechnen (Sjélund 1997). Zusammenfassend lasst sich der
phloemspezifische Saccharoseanteil der EDTA-Probe auf einen Anteil von ca. 40-
50% abschatzen.

Obwohl sich der hohe Hexosenanteil, durch die wahrscheinlich unterschiedliche

Abgabe von Carbohydraten und Proteinen aus den angeschnittenen Zellen, nicht
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direkt mit den Proteinartefakten der EDTA-Methode vergleichen lasst, unterstitzen
die Daten der Zuckeranalyse den hohen Verunreinigungsgrad mit nicht
phloemspezifischen Proteinen in der EDTA-Probe. Mit steigender Probenmenge der
Stylektomieprobe ist daher nicht mit einer vollstandigen Deckungsgleichheit der
Proteinspots aus EDTA- und Stylektomieproben zu rechnen. Bessere
Ubereinstimmungen zwischen den beiden Probeentnahmetechniken konnten durch
Weibull et al. (1990) ermittelt werden. Die Vergleichende Analyse von EDTA- und
Stylektomieproben aus Gerste beschréankte sich jedoch auf phloemspezifische
Aminosaureprofile (Weibull et al. 1990). Durch die hohe Empfindlichkeit der
Aminosaurenanalyse mittels HPLC, wird hier das Verhaltnis zwischen Schnittflache
und bendtigter Probenmenge sehr gunstig beeinflusst, was zur besseren
Ubereinstimmung zwischen EDTA- und Stylektomieprobe fiihrt. Ein direkter Hinweis
fur eine Verunreinigung aus angeschnittenen Zellen konnte auf3erdem mit dem
charakteristischen  Spot der groBen  RUBISCO-Untereinheit in  den
zweidimensionalen Auftrennungen der EDTA-Proben gefunden werden. Dieser
konnte in keinem der angefertigten Proteingele aus Stylektomieproben identifiziert
werden.

Anhand des Saccharoseanteils als Referenzwert flr eine erfolgreiche Exsudation
von Phloemproben sollte der zeitliche Verlauf der EDTA unterstitzen Exsudation
naher untersucht werden. Nach einer stindlichen Bestimmung der Saccharose im
Exsudationsmedium wahrend der Exsudationsphase konnte eine verminderte
Abgabe von Saccharose nach 4h ermittelt werden. Aul3erdem l&sst die hohe
Standardabweichung der Saccharosewerte, nach der 2. Stunde der Exsudation, auf
eine unterschiedliche Abgabe einer phloemspezifischen Probe der einzelnen
Pflanzen schlieBen (Abb. 3.10). Die offensichtlich individuell verschiedene Abgabe
von Phloemproben der einzelnen Pflanzen stellte eines der Hauptprobleme der
erleichterten Exsudation mit EDTA dar. Auch bei gleichmaldiger Verarbeitung und
einer hohen Durchschnittsmenge der Pflanzen wahrend der Probengewinnung wurde
oft eine unterschiedliche Phloemspezifitat in den zweidimensionalen Gelen
festgestellt. Dies erhdhte die Schwierigkeit bei vergleichenden Proteingelen (z.B.
Kontrolle/Bgh inokuliert), deren Vorraussetzung eine ahnlicher Anteil wvon

Phloemproteinen war.
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4.1.4 Veranderung der Carbohydratzusammensetzung in Stylektomieproben
nach einer Dunkelphase der Gerste
Wahrend keine signifikanten Auswirkungen der Belichtung der Versuchspflanzen auf
die Proteinzusammensetzung von phloemspezifischen Proben festgestellt wurde,
konnte nach einer Dunkelphase der Gerste ein Einfluss auf die Zusammensetzung
der Zucker ermittelt werden. In allen Untersuchen von Stylektomieproben aus
Poaceaen wurde bisher ausschlie3lich Saccharose als Transportzucker identifiziert
(Fukumorita und Chino 1982, Hayashi und Chino 1985, Winter et al. 1992).
Diese Daten konnten nach einer Lichtphase von 8h bestatigt werden. Nach einer 8h
Dunkelphase wurde ein stark erhohter Anteil von Hexosen in Stylektomieproben
ermittelt (Abb. 3.9). Trotz der ungewdhnlich hohen Anteile von Hexosen,
insbesondere von Glucose in den Stylektomieproben, konnten einige Fehlerquellen
ausgeschlossen werden. Einer Kontaminierung durch Honigtautropfen, in denen
ebenfalls ein hoher Anteil von Hexosen bestimmt werden konnte (Daten nicht
gezeigt), wurde durch eine optische Kontrolle wéahrend der Probensammlung
entgegengewirkt. Ebenfalls ist aus der Literatur keine Invertaseaktivitat im Speichel
von R.padi bekannt, die eine mdgliche Quelle fur einen erhéhten Hexosenanteil in
Stylektomieproben darstellen kdnnte.
Ein Hinweis fur eine dunkelabhdngige Verunreinigung durch Glucose in
Stylektomieproben ergibt sich aus einer erhéhten (1,3;1,4)-3-D-Glucan
Endohydrolase (Isoenzym E1) und (1,3;1,4)-3-D-Glucan Exohydrolase (3-D-Glucan
Glucohydrolase) Aktivitat, die nach einer Dunkelphase der Gerste ermittelt wurde
(Roulin et al. 2002). Bereits nach 6h Dunkelphase wurde eine Erhdhung von
Transkripten der (1,3;1,4)-3-D-Glucan Endohydrolase (Isoenzym E1) nachgewiesen.
Hierbei konnte auch ein Abbau der 3-D-Glucan Anteile in der Zellwand innerhalb von
24h nach einer Dunkelphase nachgewiesen werden. Die Autoren vermuten, dass die
freigesetzte Glucose als universelle Energiequelle in der verdunkelten Pflanze dient.
Eventuell lasst sich der erhthte Glucoseanteil in Stylektomieproben auf ein
methodisch bedingtes Leck von Glucose, aus dem Apoplasten der Siebelemente
oder den angrenzenden Zellen zurickfihren. An diesen Stellen sind bereits die
Zellwande und die Plasmamembran durch das Aphidenstilett beschadigt. Anstelle
einer experimentell bedingten Erhdhung von Hexosen besteht ebenfalls die

Mdglichkeit, dass Hexosen im geringen Umfang im Phloem der Gerste transportiert
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werden. Auch Roulin et al. (2002) vermuten einen Translokation von Glucose in
andere Pflanzenteile als Energielieferant in Dunkelphasen.

Auch in anderen Pflanzenfamilien gibt es erste Hinweise, dass ein Transport von
Hexosen nicht auf die Familien der Ranunculaceae und Papaveraceae beschrankt
ist, sondern auch im geringen Umfang in Pflanzenfamilien vorkommt, die bisher als

Saccharosetransporter beschrieben wurden (van Bel und Hess 2008).

4.2.1 Phloemspezifische Proteinanalyse nach Befall mit Bgh

In der phloemspezifischen Proteinanalyse der Gerste konnte mit Hilfe der
erleichterten Exsudation mit EDTA, die Hochregulierung eines Proteins im
Siebréhrensaft nach Bgh-Befall gezeigt werden. Diese Reaktion konnte bereits 16-
22hai festgestellt werden (3.2.1). Das Ergebnis wurde auf3erdem nach einer
ausschlief3lichen Inokulation der Blattspitzen reproduziert (3.2.4). Ebenfalls konnte
eine systemische Hochregulierung des 23KDa Proteins nach Befall des 2. Blattes mit
R.padi gezeigt werden (3.2.9). Mit Hilfe der massenspektrometrischen Analyse und
Datenbanksuche konnte das Protein als P23K-3/4 aus Hordeum vulgare identifiziert
werden (3.2.2). Die praktisch ermittelte Proteinmasse von 23kDa wurde mit Hilfe der
Datenbankrecherche bestéatigt.

Das Protein P23K wurde erstmals 2006 mit Hilfe von zweidimensionalen
Proteingelen aus Gerstenkeimlingen (cv. Minorimugi) identifiziert (Kidou et al. 2006).
Wahrend der Keimungsphase ist das Protein wahrscheinlich am Zuckertransport
zwischen Scutellum und Embryo beteiligt. In 14 Tagen alten Keimlingen konnte eine
deutliche Abnahme der P23K Expression in den basalen Teilen der Gerste und im
Scutellum des Keimlings im Northern-Blot festgestellt werden (Kidou et al. 2006). Im
Laufe der Pflanzenentwicklung kommt es zu einer gesteigerten Expression von P23K
in den Blattern. Insbesondere mit dem Leitbtindel konnte das P23K-Protein assoziiert
werden (Oikawa et al. 2007a).

Mit Hilfe von zweidimensionalen Proteintrennungen aus einem Gesamtblattextrakt
und einer Uberlagerung mit phloemspezifischen Proben (Abb. 3.23) konnte eine
Kontaminierung der EDTA-Probe mit P23K-3/4 Anteilen aus nicht-
phloemspezifischen Geweben weitgehend ausgeschlossen werden. Diese
Ergebnisse unterstiitzen die Immunolokalisation (Oikawa et al. 2007a) von P23K
(Abb. 4.1) im Phloemgewebe der Gerste. Durch Kidou et al. (2006) wurden 4

Isoformen von P23K (Abb. 3.15) identifiziert, deren unterschiedliche Funktion noch
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nicht bekannt ist. Aufgrund der Expression von JIP-23 mRNAs und der
ausbleibenden Expression von P23K mRNAs im Laufe der Samenentwicklung der
Gerste wurde JIP-23 als paraloges Protein zu P23K bezeichnet (Oikawa et al.
2007b). Nach einem VIGS (virus-induced gene silencing) von P23K wurden
morphologische Schaden im Sklerenchym der Mittelrippe und an den Blattrandern
festgestellt. Gleichzeitig konnte P23K mRNA an diesen Stellen detektiert werden,
wodurch eine Involvierung von P23K am Aufbau der sekundaren Zellwand vermutet
wurde (Oikawa et al. 2007a).

Abb. 4.1 Lokalisierung von P23K und Polysacchariden im Leitbtundel der Gerste. (A) Kontrolle,
(B) P23K-Antikorper (rot), (C) Calcofluor-Weil3 Kontrolle (blau), (D) Calcofluor-Weil3 Co-
Lokalisation mit P23K-Antikérper (pink), MaRstab 100um, aus Oikawa et al. 2007

Diese Ergebnisse wurden spéater durch Oikawa et al. (2009) bestatigt. Nach einem

VIGS von P23K konnte eine Reduktion in der Expression von HvCsIF6 mRNAs
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(cellulose synthase-like genes) festgestellt werden. Jedoch konnte keine Auswirkung
auf die Expression von HvCesAl mRNAs (cellulose synthase gene family) oder
HvGSL mRNAs (callose synthase) beobachtet werden (Oikawa et al. 2009). CslF-
Gene kodieren (1,3;1,4)-3-D-Glucan Synthasen. Diese sind, ebenso wie Homologe
zu P23K, hauptséchlich auf Graser beschrankt und am Aufbau der sekundéren
Zellwandbildung in Gerste beteiligt (Burton et al. 2006, Oikawa et al. 2009). Nach
einer Uberexpression des HvCsIF6-Gens in Gerste wurde ein erhéhter Anteil der
sekundaren Zellwand in Epidermis-, Mesophyll-, und Faserzellen beobachtet.
Insbesondere konnte ein erhdhter Anteil von (1,3;1,4)-3-D-Glucanen im Leitbindel
festgestellt werden (Burton et al. 2011).

In bisherigen Untersuchungen von Enzymen, die an der Zellwandverstarkung zur
Pathogenabwehr von Mehltau beteiligt sind, wurde hauptséchlich eine wichtige Rolle
fur die Callose-Synthase (1,3-3-Glucan Synthase) ermittelt. In Arabidopsis konnte
der Callose-Synthase GSL5 eine essentielle Funktion in der Papillenbildung nach
Inokulation mit Mehltau zugeordnet werden (Jakobs et al. 2003). Auch in Gerste
wurde als Hauptbestandteil der Papille die Callose (1,3-B-Glucan) identifiziert
(Stanbridge et al. 1971, Bayles et al. 1990), jedoch konnte nach Inokulation mit Bgh
keine Erhohung der Callose-Synthase Transkripte im Northern Blot nachgewiesen
werden (Li et al. 2003).

Erkenntnisse Uber die Rolle von Cellulosesynthasen zur Pathogenabwehr konnten
bisher hauptsachlich in dikotylen Pflanzen gewonnen werden. Schenk et al. (2000)
berichten von einer gesteigerten Expression von Cellulosesynthase-Genen (AtCesA)
und Cellulosesynthase-ahnlichen-Genen (AtCsIB3) nach Infektion von Arabidopsis
mit dem Pilz Alternaria brassicicola. AuRerdem konnte durch die Hemmung der
Cellulosesynthase mit Isoxaben eine Akkumulation von Salicylsaure und
Jasmonsaure sowie weitere Auswirkungen auf pathogeninduzierte Gene festgestellt
werden (Hamann et al. 2009).

Im Pathosystem Gerste/echter Gerstenmehltau gibt es bisher noch keine Hinweise
fur eine Involvierung von Cellulosesynthasen bzw. von (1,3;1,4)-3-D-Glucan
Synthasen in der Pathogenabwehr, jedoch wurde eine Abgabe von Cellulasen aus
den Konidiosporen von Bgh nachgewiesen. Dabei konnte zwischen 8hai bis 16hai
eine verstarkte Abgabe von Cellulasen gezeigt werden (Suzuki et al. 1998).
Besonders am Appressorium des zweiten Keimschlauches konnte eine Abgabe von

Cellulasen lokalisiert werden (Pryce-Jones et al. 1999). Die von Suzuki et al. (1998)
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ermittelten Zeitraume gehen der mit Hilfe der EDTA-Methode ermittelten
Hochregulierung von P23K-3/4 voraus, die 16-22hai festgestellt wurde. Zu friiheren
Zeitpunkten konnte keine eindeutige Hochregulierung von P23K-3/4 nach
Mehltaubefall ermittelt werden (3.2.1).

Anhand von Literaturhinweisen, beziglich der Involvierung von P23K in den
Zellwandaufbau von Monokotylen (4.2.1) und den ermittelten Zeitraumen der
Hochregulierung von P23K-3/4, ergeben sich damit Hinweise, dass das Protein an
der Zellwandverstarkung nach Bgh-Befall beteiligt ist. Hierbei konnte nicht ermittelt
werden, ob P23K-3/4 an der Penetrationsstelle des Pilzes in Reparaturmechanismen
der Zellwand nach Bgh-Befall involviert ist oder ob P23K-3/4 zur systemischen
Verstarkung der Zellwand fur die Abwehr von Sekundarbefall von Bgh beitragt. In
den Proteintauftrennungen der Blattextrakte (Abb. 3.23, Kontrolle/+Bgh) konnte keine
lokale Erhohung von P23K-3/4 festgestellt werden, die moglicherweise auf eine
Involvierung des Proteins in Reparatur- und Abwehrmechanismen an der Epidermis
hindeuten. Der unter 3.2.5 beschriebene Versuch diente hauptséchlich dazu P23K-
3/4-Anteile  aus  nicht-phloemspezifischen Geweben in EDTA-Proben
auszuschlie3en. Eine Beteiligung von P23K-3/4 in der lokalen Zellwandverstarkung
ist auch nach einer ausschlief3lichen Hochregulierung des Proteins in den Siebrohren
denkbar. Beispielsweise konnte P23K-3/4 in Signalketten involviert sein, die im
Phloem einen erhdhten Carbohydratbedarf zur Epidermis vermitteln.

Bezuglich einer unterschiedlichen starken Expression von P23K-3/4 in Pallas und
Pallas mlo5 nach Bgh-Befall konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt
werden (Abb. 3.22). Im Gegensatz dazu konnte in einer Untersuchung von PR-Gen-
Transkripten nach Bgh-Befall eine friher einsetzende und verstarkte Expression von
PR-Protein relevanten Transkripten in Pallas mlo5 gezeigt werden (Peterhansel et al.
1997), jedoch wurden diese Transkripte ebenso im Northern-Blot aus Pallas
identifiziert. Moglicherweise kdnnen die geringen Unterschiede nicht mit der EDTA-
Methode auf Proteinebene erfasst werden oder die Expression von P23K-3/4 liegt

nicht im Signalweg von mlo5.

4.2.2 Phloemspezifische Proteinanalyse nach Aphidenbefall (R.padi)
Nachdem der deckungsgleiche 23kDa Spot aus der Stylektomieprobe ebenfalls als
P23K-3/4 identifiziert werden konnte, sollten die Ergebnisse mit Hilfe der

Stylektomiemethode reproduziert werden. Mit unterschiedlichen Versuchsansatzen,
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bezuglich der Zeitpunkte der Probenentnahme und der Inokulation mit Bgh, konnten
keine Hochregulierung von P23K-3/4 gegeniber der Kontrolle beobachtet werden.
Im Gegensatz zur Probenentnahme mit Hilfe der erleichterten Exsudation mit EDTA,
wurde P23K-3/4 als das quantitativ am starksten exprimierte phloemspezifische
Protein identifiziert (Abb. 3.25).

Durch die zuvor mit der EDTA-Methode ermittelte Pathogenrelevanz von P23K-3/4
ist auch eine Hochregulierung des Proteins durch die in der Stylektomie eingesetzten
Aphiden nicht unwahrscheinlich. Im Pathosystem Gerste/Bgh ist die verstarkte
Expression von PR-2a (1,3-B3-Glucanase) und PR-3a (Chitinase) Transkripten
beschrieben (Gregersen et al. 1997). Auch im Pathosystem Gerste/R.padi wurde
eine erhohte Aktivitat dieser Enzyme nach Befall ermittelt (Forslund et al. 2000).
Trotz der unterschiedlichen Pathogene werden wahrscheinlich sehr &hnliche
Komponenten der Signaltransduktion zur Pathogenabwehr ausgeldst. Beide
Pathogene missen die Epidermis der Pflanze zur Nahrstoffaufnahme penetrieren.
Ebenso ist eine Abgabe von Cellulasen sowohl fir Bgh (Suzuki et al. 1998, Pryce-
Jones et al. 1999), als auch fur einige Aphidenarten beschrieben (Miles 1999). Auch
aus den Speicheldrisen von R.padi konnte neben einigen anderen
zellwandabbauenden Enzymen (Pectinesterase, Polygalacturonase, Amylase) eine
Cellulaseaktivitat festgestellt werden (Ni et al. 2000). Dabei wird aktuell diskutiert, ob
die Abgabe von Enzymen aus dem Speichelkanal den mechanischen Vortrieb der
Mundwerkzeuge beschleunigen kann. Sehr wahrscheinlich ist, dass durch die
Abgabe von Blattlausspeichel und die Abgabe von zellwandabbauenden Enzymen
aus den Mehltausporen Elicitoren gebildet werden, die als Signalmolekile zur
Pathogenabwehr fungieren.

Ebenfalls ist die Entstehung eines Calcium-Signals nach Befall mit Bgh (Felle et al.
2004) und Aphiden (Will und van Bel 2006) beschrieben. Eine Erhdéhung der
cytosolischen Calciumkonzentration kann durch die mechanische Verletzung des
Apoplasten, durch die Mundwerkzeuge der Aphiden oder durch die Freisetzung von
Oligogalacturoniden ausgeltst werden (Moscartiello et al. 2006). Zusammenfassend
wird deutlich, dass sich die durch Bgh- und R.padi-Befall ausgeltsten
Signalkomponenten in vielen Punkten Gberschneiden und damit auch eine &hnliche
Regulierung von P23K-3/4 durch beide Pathogene prinzipiell mdglich erscheint.
Neben der Aktivierung der Callose-Synthase in Siebelementen zur Aphidenabwehr
(Botha und Matsiliza 2004, Hao et al. 2008, Saheed et al. 2009) konnten ebenso
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erste  Hinweise auf eine  Hochregulierung  von phloemlokalisierten
Cellulosesynthasegenen nach Blattlausbefall in Dikotylen festgestellt werden. Mit
einer phloemspezifischen cDNA-Bibliothek aus Sellerie konnte 3 Tage nach Befall
mit Myzus persicae eine systemische Hochregulierung von Cellulosesynthasegenen
beschrieben werden (Divol et al. 2005).

Mit Hilfe der EDTA-Methode sollte die Auswirkung von R.padi auf eine Regulierung
von P23K-3/4 untersucht werden. Im Gegensatz zur Stylektomiemethode ist hierbei
eine phloemspezifische Probenentnahme ohne Aphidenreiz auf den Pflanzen der
Kontrolle mdoglich. Aufgrund der Ergebnisse aus der Stylektomiemethode wurde
ebenfalls mit einer Hochregulierung von P23K-3/4 gerechnet. Stattdessen konnte in
der Auftrennung der EDTA-Probe aus R.padi befallenen Gerstenpflanzen ein
zusatzlicher Spot in direkter Nahe zum Bgh induzierten P23K-3/4 festgestellt werden
(Abb. 3.27, Abb. 3.29 b). In Relation zu P23K-3/4 fokussierte der R.padi induzierte
Spot in Richtung des sauren pH-Bereiches. Aulerdem konnte ein Molekulargewicht
von etwa 22kDa ermittelt werden (Abb. 4.2).

sauer<|>basisch sauer<|>basisch sauer<|>basisch

Kontrolle +Bgh +R.padi

23KDa ® & ?
®

Abb. 4.2 Schematische Ergebnisibersicht der zweidimensionalen Proteintrennung aus EDTA-
Proben nach Befall mit Bgh und R.padi. P23K-3/4 (rot), P=Phosphatrest

Eine Verschiebung des P23K-3/4 Proteinspots aus der Stylektomieprobe in den
sauren pH-Bereich konnte schon in der Uberlagerung der beiden
Probenentnahmetechniken (Abb. 3.7) beobachtet werden. Aufgrund der identischen
massenspektrometrischen Identifizierung (Abb. 3.13) beziglich P23K-3/4 aus
Stylektomie- und EDTA-Proben konnte es sich bei dem neu ermittelten Proteinspot
nach R.padi Befall ebenfalls um das Protein P23K-3/4 handeln. Zur Uberpriifung
wurde mit einer Probenmischung aus der Stylektomie- und EDTA-Methode nach
gemeinsamer Auftrennung im Gel ein charakteristischer Doppelspot erzeugt (Abb.
3.28, Abb. 3.29 a). Dieser war mit EDTA-Proben aus R.padi befallenen Pflanzen
identisch (Abb. 3.29). Obwohl eine massenspektrometrische Analyse des R.padi

induzierten P23K-3/4 Proteinspots aufgrund der geringen Proteinmenge nicht
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moglich war, konnte mit einer gemeinsamen Auftrennung der Phloemproben aus der
Stylektomie- und EDTA-Methode gezeigt werden, dass P23K-3/4 ebenfalls durch
R.padi Befall induziert wird. Eine deckungsgleiche Kontamination durch
Proteinartefakte aus der EDTA-Probe kann weitgehend ausgeschlossen werden.
Nach der Uberprifung wvon ca. 100 angefertigten zweidimensionalen
Proteintrennungen aus EDTA-Proben ohne R.padi-Befall konnte kein
deckungsgleicher Spot identifiziert werden.

Im Gegensatz zum Bgh induzierten P23K-3/4 Proteinspot zeigte der durch R.padi
induzierte P23K-3/4 Proteinspot keine konstitutive Expression ohne Pathogenbefall.
Dies ermdglichte eine Uberprifung des systemischen Transports bzw. einer
systemischen Induzierung des Proteins in den 3. und 4. Blattern der Pflanze,
nachdem ausschlief3lich das 2. Blatt mit R.padi befallen war und vor der erleichterten
Exsudation mit EDTA vollstdndig entfernt wurde. Auch in diesen Experimenten
konnte der typische P23K-3/4 Doppelspot in den Proteingelen festgestellt werden
(Abb. 3.30). Dabei bleibt ungeklart ob P23K-3/4 innerhalb von 42-48h nach Befall
systemisch transportiert wird oder die Proteinexpression von P23K-3/4 im 3. und 4.

Blatt systemisch induziert wird.

4.2.3 Posttranslationale Modifikation von P23K-3/4

Ausgehend von einer identischen Aminosauresequenz der Proteine P23K-3 und
P23K-4 im Kultivar Pallas (Datenbankeintrag cv. Minorimugi) lassen sich die
Laufunterschiede des Bgh und R.padi induzierten Proteinspots nicht mit der
unterschiedlichen Aminosauresequenz (Abb. 3.15) von P23K-3 und P23K-4 erklaren.
Fir beide Proteine berechnet sich eine nahezu identische relative Molekilmasse von
22954.61 Da (P23K-3) und 22950.62 Da (P23K-4). Ebenfalls besitzen beide Proteine
einen theoretisch ermittelten isoelektrischen Punkt von 6,5 (Bjellgvist et al. 1993,
Bjellgvist et al. 1994, Gasteiger et al. 2005). AulRerdem konnte im Spektrum des Bgh
induzierten P23K-3/4 Proteinspots aus der EDTA-Methode die Massen fir beide
Proteine (P23K-3 und P23K-4) ermittelt werden (3.2.2).

Aufgrund des unterschiedlichen  Laufverhaltens im Proteingel ist von einer
posttranslationalen Modifikation bezuglich der Ladung und der relativen
Molekllmasse auszugehen. Diese lasst sich im Fall der horizontalen Verschiebung in
Richtung des sauren pH-Bereiches durch die Ubertragung einer Phosphatgruppe

durch Proteinkinasen erkléaren (Abb. 3.31). Diese sind generell in der Aktivierung von
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Proteinen in verschiedensten Signalwegen involviert. Auch in der Pathogenabwehr
gibt es Hinweise fur eine Involvierung von CDPK (calcium-dependent protein kinase)
(Freymark et al. 2007) und MAPK (mitogen-activated protein kinase), die an
vielfaltigen Reaktionen in der Pathogenabwehr beteiligt sind (Zhang und Klessig
2001, Asai et al. 2002, Eckey et al. 2004).

Allerdings existieren keine Untersuchungen von phloemlokalisierten und
calciumabhangigen Proteinkinasen, die nachweislich in der Abwehr von Bgh eine
Rolle spielen. Zudem konnte bisher noch kein Bgh induziertes Calciumsignal im
Phloem von Gerste gemessen werden. Trotzdem wurde bereits eine mRNA in
Stylektomieproben aus Gerste identifiziert, die Homologien zu Genomsequenzen von
Proteinkinasen aufweist (Gaupels et al. 2008). Auch im Siebréhrensaft von Reis
wurden bereits CDPKs identifiziert (Nakamura et al. 1995). Generell besteht damit
die Moglichkeit, dass die im Gel beobachtete horizontale Verschiebung des R.padi
induzierten P23K-3/4 Spots auf die Bindung einer Phosphatgruppe zurlckzufuhren
ist.

Der geringe Massenunterschied deutet auf eine unterschiedliche posttranslationale
Modifikation von P23K-3/4 in Abhangigkeit der verschiedenen Pathogene (R.padi,
Bgh) hin. Aus der Aminosauresequenz von P23K-3/4 lassen sich mit Hilfe des
Programms Prosite posttranslationale Modifikationen ableiten (Phosphorylierung und
Glykosylierung), die Mdoglicherweise fur den geringen Laufunterschied im Gel
verantwortlich sind. In  Cucurbita konnte bereits gezeigt werden, dass
posttranslationale Modifikationen (Phosphorylierung und Glykosylierung) des
Phloemproteins Cm-PP16-1 fur Protein-Protein Interaktionen und fir den Transport
Uber PPUs essentiell sind (Taoka et al. 2007). Ein gréRerer Massenunterschied
konnte auRerdem durch Gaupels et al. (2008) fir das Protein P23K-2 (Abb. 3.15) im
eindimensionalen Proteingel ermittelt werden. Hier wurde P23K-2 jeweils aus einer
26kDa und einer 22kDa Proteinbande aus Stylektomieproben mittels
Massenspektrometrie identifiziert. Eventuell existieren daher weitere Isoformen, fur
die noch kein Datenbankeintrag vorliegt. Auch fir das Protein JIP-23 konnten
mindestens 6 Isoformen identifiziert werden, die immunologisch durch einen einzigen
Antikorper detektiert werden konnen, aber im Proteingel unterschiedliche
isoelektrische Punkte und geringe Massenunterschiede aufweisen (Hause et al.
1996). Auch hierbei konnte nicht geklart werden, ob die Isoformen auf verschiedene

Genprodukte oder auf posttranskriptionale bzw. posttranslationale Modifikationen
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zurtckzufihren sind. Kidou et al. (2006) vermuten, dass es sich bei einigen der
Isoformen von JIP-23 um das Protein P23K handeln kdnnte. Interessanterweise
konnte das Protein JIP-23 mit einer 87% Ubereinstimmung der Aminosauresequenz
zu P23K-3/4 (Abb. 3.16) ebenfalls im Siebelement/Geleitzellenkomplex lokalisiert
werden (Hause et al. 1996). Nach einer Besiedlung der Wurzel mit dem
Mycorrhizapilz Glomus intraradices wurde eine Akkumulation von JIP-23 in den
besiedelten Cortexzellen sowie in den Geleitzellen des Zentralzylinders beobachtet.
Die Autoren vermuten einen Zusammenhang mit der Carbohydratversorgung des
Pilzes (Hause et al. 2002).

4.2.4 Verschlussreaktionen in Siebrohren nach Mehltaubefall und Brennreiz
Wahrend der Probenentnahme mit Hilfe der Stylektomie konnte aus den mit Mehltau
befallenen Pflanzen eine verminderte Exsudationsrate von durchschnittlich 37%
ermittelt werden (Abb. 3.26). Ein Anbrennen der Blatter in 4-8cm Abstand zur
Probenentnahmestelle fihrte dagegen zu einem sehr schnellen (<5min) Verschluss
der exsudierenden Stilette. Beide Beobachtungen lassen auf eine Verschlussreaktion
der Siebelemente schlielen. Diese kann durch Calloseablagerungen auf den
Siebplatten oder durch koagulierende Phloemproteine vermittelt werden (Furch et al.
2007, Saheed et al. 2007, Saheed et al. 2009, Furch et al. 2010). Dabei bleibt unklar,
ob der Nahrungs- und Speichelkanal der Mundwerkzeuge in &hnlicher Weise wie die
Siebplatten verstopfen oder ob die beobachtete Reaktion auf Callose- oder
Proteinablagerungen auf den Siebplatten zurlckzufuhren ist, wodurch sich der
Massenstrom in den Siebelementen verlangsamt. Durch die Entfernung der Blattlaus
wird kein wassriger Speichel mehr in den Nahrungskanal abgegeben, um ein
koagulieren der Phloemproteine zu verhindern (Tjallingii 2006). Dadurch kann der
dinne (1-2um) Nahrungs- und Speichelkanal der Mundwerkzeuge dauerhaft
verstopft werden (Tjallingii und Hogen Esch 1993).

Die Verschlussreaktion durch Calloseablagerungen auf Siebplatten ist eine gut
untersuchte Reaktion, die auch nach Aphidenbefall im Phloem der Gerste induziert
wird (Botha und Matsiliza 2004, Saheed et al. 2009, Saheed und Botha 2010). Im
Gegensatz dazu wird ein Verschluss der Siebelemente durch koagulierende
Phloemproteine in Monokotylen noch diskutiert (Will et al. 2009). Eine
Vorraussetzung fur die Verschlussreaktion durch Calloseablagerungen auf

Siebplatten ist die Erhéhung der cytosolischen bzw. der miktoplasmatischen
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Calciumkonzentration zur Aktivierung der Callose-Synthase (Kauss et al. 1983,
Kohle et al. 1985). Auch bei der Verschlussreaktion durch koagulierende
Phloemproteine in Dikodyledonen st die Beteiligung von Calciumionen
wahrscheinlich (Arsanto et al. 1986, Furch et al. 2009, Furch et al. 2010). In Gerste
konnte bereits ein apoplasmatisches Calciumsignal (2hai) und eine Alkalisierung des
Apoplasten an der Epidermis nach Befall mit Bgh nachgewiesen werden (Felle et al.
2004), jedoch existieren bislang noch keine siebelementspezifischen
Calciummessungen nach Mehltaubefall. In Dikotyledonen (Cucurbita) gibt es
Hinweise, dass der schnelle Verschluss von Siebplatten durch koagulierte
Phloemproteine vermittelt wird, wahrend die de novo Callosesynthese einen etwas
langeren Zeitraum (ca. 15min) fir einen effektiven Siebelementverschluss
beansprucht (Furch et al. 2010). Der sehr schnelle (<5min) Verschluss der
Blattlausstylette nach dem Anbrennen der Blattspitzen in 4-8cm Abstand zur
Probenentnahmestelle konnte demnach ein Hinweis fir die Existenz von

phloemspezifischen Verschlussproteinen in Gerste sein.

a) b) C)J,' \
! Abb. 4.3 Macroautoradiographie von
y '} C0O, markierten Maisblattern. a)
; i * {u:} verminderte
; For Moek Translokationsgeschwindigkeit nach
§ .' 2); elektrischem Reiz (*1), b) Kontrolle, c)

| | verminderte

! Translokationsgeschwindigkeit nach
Kélteschock (*2). Aus Fromm und
Bauer 1994

91



Diskussion

Unabhéngig von Verschlussmechanismus lasst die verminderte Exsudationsrate der
Blattlausstilette nach Bgh-Befall auf eine verminderte Translokationsgeschwindigkeit
im Phloem schlieBen. Sehr &hnliche Reaktionen konnten bereits nach einem
Kéalteschock und einem elektrischen Reiz in Mais ermittelt werden. Die elektrische
Ableitung erfolgte in diesem Experiment tber ein exsudierendes Blattlausstilett
(Fromm und Bauer 1994). Nach dem entsprechenden Reiz konnten die gemessenen
Aktionspotentiale mit einer verminderten Translokationsgeschwindigkeit (Abb. 4.3) in
Verbindung gebracht werden. Dabei konnte eine erhdéhte Entladung von Zuckern am
Reizort ausgeschlossen werden, wodurch die Effekte ebenfalls auf eine
Verschlussreaktion oder auf eine Verminderung der apoplasmatischen
Phloembeladung zurtickzufihren sind. Im Fall des Kéalteschocks konnte auf3erdem
eine Verminderung der Translokationsgeschwindigkeit in 10-20cm Abstand zum
Reizort bestimmt werden (Fromm und Bauer 1994). Auch in Gerste konnten bereits
systemische Aktionspotentiale am 1. Blatt abgeleitet werden, nachdem die Wurzel
oder das 2. Blatt einem Reiz durch erhdhte Salzkonzentration ausgesetzt waren.
Dabei konnte eine Geschwindigkeit des Aktionspotentials von 20-30cm/min ermittelt
werden (Felle und Zimmermann 2007). Die verminderte Exsudationsrate konnte
demnach ein Hinweis flir ein systemisch propagiertes Aktionspotential im Phloem der
Gerste nach Mehltaubefall sein. Vereinzelt wurden bereits elektrische Signale in
Pflanzen mit pathogenrelevanten Reaktionen in Verbindung gebracht. In Kartoffel
wurde z.B. die Jasmonsaurebiosynthese mit einem elektrischen Signal assoziiert
(Fisahn et al. 2004).

Der schnelle Verschluss der exsudierenden Stilette nach einem Brennreiz lasst sich
vermutlich mit einem starker ausgepragten elektrischen Signal in Verbindung
bringen. In Vicia faba konnte bereits gezeigt werden, dass ein Brennreiz Aktions- und
Variationspotentiale erzeugt. Eine Uberlagerung dieser Signale wird aktuell als
electropotential wave bezeichnet (Hafke et al. 2009). Das Aktionspotential wird durch
einen Calciuminflux und Chloridefflux (Depolarisation) mit nachfolgendem
Kaliumefflux (Repolarisation) ausgeldst. Durch die lokale Depolarisation 6ffnen sich
weitere spannungsabhangige Calciumkandale, wodurch ein Aktionspotential in den
Siebelementen weitergeleitet wird (Hafke et al. 2009, van Bel et al. 2011). Ein
Variationspotential wird wahrscheinlich durch eine Druckwelle im Xylem ausgelost
(Brennreiz) wodurch zusatzlich mechanosensitive Calciumkanéle im Siebelement
aktiviert werden (Hafke et al. 2009, van Bel et al. 2011).
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Die durch Bgh-Befall verursachte Verminderung der Translokationsgeschwindigkeit
ist wahrscheinlich nicht auf eine verminderte Phloembeladung mit Photoassimilaten
zurlickzufihren. Diese ist durch die ermittelten Zeitrdume nach der Inokulation
wahrscheinlich auszuschlieen (Scholes et al. 1994). Ein Einfluss auf die
Photosyntheserate und den Zuckergehalt konnte hier erst 3 Tage nach Inokulation
mit Bgh beobachtet werden. Beziglich einer Verschlussreaktion der Siebelemente
konnte fur P23K-3/4 kein direkter Zusammenhang ermittelt werden. Nach einem
Brennreiz und der Probenentnahme mit EDTA wurde kein Einfluss auf eine
verstarkte Expression von P23K-3/4 festgestellt. Dabei konnte an der basalen
Probenentnahmestelle in 20-30cm Abstand zum Brennreiz keine Verminderung von

phloemspezifischen Proteinen im Gel beobachtet werden (3.2.13).

4.2.5 Auswirkung der Jasmonséauremethylester Behandlung auf P23K-3/4
Aufgrund der hohen Ubereinstimmung der Aminosauresequenz von P23-K3/4 zum
Jasmonsaure induzierten Protein JIP-23 (Abb. 3.16) sollte eine Regulierung von
P23K-3/4 nach Behandlung der Gerstenpflanzen mit Jasmonsauremethylester
Uberpruft werden. In der Proteintrennung aus EDTA-Proben konnte keine Wirkung
auf die Expression von P23K-3/4 festgestellt werden. Diese Ergebnisse decken sich
mit den Beobachtungen von Kidou et al. (2006) die ebenfalls keine Wirkung auf die
Expression von P23K-1 im Northern Blot aus 3 Tage alten Keimlingen feststellten.
Auch nach einem Brennreiz konnte keine verstarkte Expression von P23K-3/4
beobachtet werden. In Dikotylen wurde dieser Reiz bereits mit einer Akkumulation
von Jasmonsaure assoziiert (Herde et al. 1996).

Generell wird die Rolle von Jasmonsaure bzw. von Jasmonsauremethylester in der
Pathogenabwehr, besonders in Monokotyledonen, kontrovers diskutiert. Kogel et al.
(1995) konnten keine Wirkung einer Jasmonsaurebehandlung auf die Resistenz der
Gerste gegen Bgh feststellen. Ebenso konnte kein Anstieg der endogenen
Jasmonséurekonzentration nach Bgh-Befall ermittelt werden (Hause et al. 1997).
Dagegen gibt es auch Berichte UUber eine Induzierung der PAL-Aktivitat
(Phenylalanin-Ammoniak-Lyase) und eine systemisch induzierte Erhohung der
Resistenz gegen Bgh nach exogener Jasmonséurebehandlung (Walters et al. 2002).
Aufgrund der Phloemspezifitat von P23K-3/4, im Zusammenhang mit einer exogenen
Behandlung von intakten Pflanzen, ist jedoch eine generelle Involvierung des

Proteins in einem Jasmonsaure abhangigen Signalweg nicht ausgeschlossen. In
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Gerste sind zwei Gruppen verschiedener Gene bekannt, die unterschiedlich auf eine
exogene Jasmonsaurebehandlung und auf einen endogenen Anstieg der
Jasmonsaurekonzentration reagieren. Aul3erdem konnte gezeigt werden, dass eine
exogene Jasmonsaurebehandlung nicht zu einem Anstieg der zellularen
Jasmonsaurekonzentration fiihrt (Kramell et al. 2000). Aufgrund der Phloemspezifitat
von P23K-3/4, der tief im Gewebe liegenden Siebelement- Geleitzellenkomplexe und
der exogenen Applikation von intakten Blattern mit Jasmonsauremethylester, ist eine

Wirkung auf die Expression von P23K-3/4 schwer einzuschatzen.

4.2.6 Verminderte Expression von P23K-3/4 nach Behandlung der Gerste mit
DCINA

Nachdem eine pathogenrelevante Wirkung auf die Expression von P23K-3/4 im
Phloem der Gerste festgestellt wurde, sollte mit Hilfe von DCINA
(Dichlorisonikotinsédure), einem Salicylsdureanaloga, eine Wirkung auf die
Regulierung von P23K-3/4 untersucht werden. Die Wirkung von DCINA als
chemischer Resistenzinduktor fir eine SAR (systemisch aktivierte Resistenz,
systemic acquired resistance) wurde zuerst in Dikotyledonen beschrieben (Ward et
al.1991, Uknes et al. 1992). Auch im Pathosystem Gerste/echter Gerstenmehltau
konnte eine Behandlung mit DCINA eine erhdhte Resistenz auslésen. Die chemisch
induzierte Resistenz durch DCINA entspricht phanotypisch der durch Mig
vermittelten Resistenz gegentber Bgh (Kogel et al. 1994). Nach einer Behandlung
der Pflanzen mit DCINA konnte eine deutlich reduzierte Menge von P23K-3/4
gegenuber der Kontrolle festgestellt werden (Abb. 3.32-3.35).

Obwohl keine  Auswirkung auf P23K-3/4  nach Behandlung  mit
Jasmonsauremethylester festgestellt wurde, konnte damit ein Hinweis fir eine
Involvierung in einen jasmonsaureabhangigen Signalweg vorliegen. In Dikotyledonen
ist eine Inhibierung von jasmonsdureabhdngigen  Signalwegen  durch
Salicylsaureanaloga eine oft untersuchte Reaktion (Doherty et al. 1988, Niki et al.
1998, Cipollini et al. 2004). Ebenso konnte ein Anstieg der endogenen
Jasmonsaurekonzentration durch Behandlung der Pflanzen mit Salicylsaure
unterdriickt werden (Pefia-Cortés et al. 1993). Dabei wird NPR1 (nonexpressor of PR
genes) eine zentrale Rolle zwischen der SA- und JA-Signalierung zugeschrieben
(van Wees et al. 1999, van Wees et al. 2000, Spoel et al. 2003). Auch in
Monokotyledonen existieren homologe Proteine zu NPR1 (OsNH1, HvYNH1), und es
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wird derzeit von einer sehr ahnlichen Funktion ausgegangen (Kogel und Langen
2005). Somit konnte eine Behandlung mit DCINA auch eine verminderte Expression
von P23K-3/4 bewirken, falls die Expression von P23K-3/4 in

jasmonsaureabhangigen Signalwegen liegt.

4.2.7 Bestimmung der Peroxidaseaktivitat im Siebrohrensaft von Gerste nach
Befall mit R.padi und Bgh

Eine erhOhte Peroxidaseaktivitat in Monokotylen ist nach Mehltaubefall (Thordal-
Christensen et al. 1992, Kogel et al. 1994, Scott-Craig et al. 1995) und Blattlausbefall
(van der Westhuizen et al. 1998, Argandoiia et al. 2001) eine oft untersuchte
Reaktion, die jedoch nicht auf phloemspezifischen Untersuchungen beruht. Mit Hilfe
von Stylektomieproben bestand die Mdoglichkeit einer phloemspezifischen
Aktivitatsmessung von Peroxidasen. AufRerdem erwies sich die Methode als
empfindlich genug, um mit den kleinen Probenmengen aus der Stylektomiemethode
enzymatische Reaktionen zu messen. Peroxidasen sind generell in
Polymerisationsreaktionen bei der Lignifizierung, Suberinisierung und Vernetzung der
Zellwand unter Verbrauch von H,O, beteiligt (Passardi et al. 2004). In Hinblick auf
H.O, als systemische Signalkomponente in pathogenrelevanten Signalwegen
(Alvarez et al. 1998) und Peroxidasen als alternativen Quelle fiir die Produktion von
H,O, (Bolwell et al. 2002), wurde die Peroxidaseaktivitat im Siebrohrensaft des 3.
Blattes bestimmt nachdem das 2. Blatt mit Bgh inokuliert wurde.

Wahrend der Probenentnahme war es nicht mdglich, im Zeitraum von 0-6h nach dem
Abtrennen der Mundwerkzeuge eine  Stylektomieprobe ohne erhéhte
Peroxidaseaktivitat zu gewinnen. (Abb. 3.38, 3.39, Probe 1). Erst im weiteren Verlauf
verminderte sich die Peroxidaseaktivitat der Kontrolle gegentber den behandelten
Pflanzen (Abb. 3.38-3.40). Mdglicherweise wurde trotz der geringen Aphidenanzahl
in den Sammelkafigen eine lokale Erhéhung der Peroxidaseaktivitat ausgelost.
Ahnliche Ergebnisse konnten mit einer Aktivitaitsmessung von Islichen Peroxidasen
aus einem Blattextrakt des Gerstenkultivars Frontera nach Befall mit Schizaphis
graminum ermittelt werden. Nach Befall mit 20 Blattlausen wurde hier eine erhéhte
Peroxidaseaktivitat ermittelt. Diese korrelierte zeitlich mit einer erhohten
Konzentration von H,O, (Argandofia et al. 2001). Im Gegensatz dazu konnten
Forslund et al. (2000) und Ni et al. (2001) keine Erh6hung der Peroxidaseaktivitat
nach Befall der Gerste mit R.padi feststellen. Allerdings wurde in diesen

Experimenten die Peroxidaseaktivitdt erst 3 Tage nach Aphidenbefall bestimmit.
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Aulerdem sind kultivarabhdngige Reaktionen bekannt, in denen Diuraphis noxia
unterschiedliche Peroxidaseaktivitaten auslost (Ni et al. 2001).

Eine lokale Erhéhung der Peroxidaseaktivitat an der Probenentnahmestelle kann
ebenso durch Peroxidasen verursacht werden, die mit dem wassrigen
Aphidenspeichel in das Siebelement abgegeben werden. Auch in den
Speicheldriisen von R.padi konnte Peroxidaseaktivitat nachgewiesen werden, jedoch
konnte nicht geklart werden, ob das Enzym mit dem wassrigen Speichel ins
Siebelement abgegeben wird (Ni et al. 2000).

Die lokale Aktivitdtserhbhung an der Probenentnahmestelle konnte auch systemisch
nachvollzogen werden. Nach einem massiven Befall des 2. Blattes mit R.padi wurde
eine anhaltende Peroxidaseaktivitat im 3. Blatt bestimmt (Abb. 3.39 b, Probe Nr.2).
Aufgrund der meist schnell wachsenden Aphidenpopulation erscheint hier ein
systemischer Effekt fur die Verstarkung der Siebelementzellwande durch
Peroxidasen sinnvoll. Diese erschwert ein Einstechen der Mundwerkzeuge und
kénnte damit zu einer erhdhten Resistenz gegen Aphidenbefall beitragen.

Nach dem Entfernen der BlattlAuse und dem Aufteilen des Versuchsansatzes
(Kontrolle, +Bgh 2. Blatt) konnte aus den Blattlausstiletten (3. Blatt) der inokulierten
Pflanzen eine weiterhin erhdhte Peroxidaseaktivitat festgestellt werden, wéhrend die
Proben der Kontrolle stets eine Abnahme der Peroxidaseaktivitat zeigten (Abb. 3.38
b, 3.39 b). Diese phloemspezifisch ermittelten Zeitrdume Kkorrelieren mit einem
Anstieg der extrazellularen Peroxidaseaktivitét, die 8-16hai mit Bgh und unabhangig
von den verwendetet Gerstenkultivaren (resistent und anféllig) festgestellt wurde
(Kerby und Somerville 1989). Trotz der Beschrankung des Gerstenmehltaus auf die
Epidermis wurde aul3erdem eine erhtéhte Peroxidaseaktivitat im gesamten Blatt nach
Bgh-Befall beschrieben (Scott-Craig et al. 1995).

Neben einer Involvierung in Zellwandverstarkungen unter Verbrauch von H,0,
werden Peroxidasen auch als alternative Quelle fur die Produktion von H,O;
beschrieben (Blee et al. 2001, Bolwell et al. 2002). Andere Autoren vermuten
zunachst eine H,0O, Synthese durch NADPH-Oxidasen und eine anschlie3end durch
H,O, induzierte erhthte Aktivitdt von Peroxidasen (Chaman et al. 2001, Moloi und
van der Westhuizen 2006). Aufgrund der geringeren Reaktivitat von H;O, im
Gegensatz zu O, wird H,O, auch als systemisch transportiertes Signal diskutiert
(Alvarez et al. 1998, Orozco-Céardenas et al. 2001). In Arabidopsis lassen sich durch

lokale H,O, Produktion mit Hilfe von Glucoseoxidase Micro HRs (Hypersensitive
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Reaktionen) in systemischen Blattern induzieren. Diese korrelieren lokal mit einer
Anreicherung von H,O in Folge einer Behandlung mit Pseudomonas syringae bzw.
einer kinstlich erzeugten H,O, Produktion (Alvarez et al. 1998). Ebenfalls konnte
eine systemisch erhéhte H,O, Konzentration in Tomate, durch die Behandlung mit
Oligogalacturoniden und Chitosan nachgewiesen werden (Orozco-Cardenas und
Ryan 1999).

Mit einer Unterteilung der Probenentnahme in kleinere Zeitabschnitte (Abb. 3.40 a)
wurde gezeigt, dass eine systemische Erhéhung der Peroxidaseaktivitéat in einem
Zeitraum von <8h stattfindet (Abb. 3.40 b). AuRerdem konnte in diesem Experiment
durch eine zusatzliche Probenentnahme vor der Inokulation mit Bgh gezeigt werden,
dass die Peroxidaseaktivitat im Siebelement nach der Stylektomie zunéchst
abnimmt, sodass der folgende Anstieg der Aktivitat wahrscheinlich auf die Inokulation
mit Bgh zurtickzufuhren ist. Dieser Kontrollversuch wurde nur einmal reproduziert.
Auch in Arabidopsis wurde eine systemisch erhdhte H,O,-Konzentration in 1-2h nach
Behandlung mit Pseudomonas syringae festgestellt (Alvarez et al. 1998). In Tomate
wurde ein Zeitraum von 4-6h nach Verwundung ermittelt. Aul3erdem konnte hier eine
verstarkte H,O,-Konzentration mit dem Leitbindel assoziiert werden (Orozco-
Cérdenas und Ryan 1999).

Mit der phloemspezifischen Bestimmung der Peroxidaseaktivitdt konnte gezeigt
werden, dass H,O, wahrscheinlich an einer systemischen Signalvermittiung in
Gerste beteiligt ist. Mit den Experimenten konnte allerdings nicht geklart werden, ob
H,O, systemisch transportiert und durch die erhohte Peroxidaseaktivitat im
Zielgewebe entgiftet wird, oder ob Peroxidasen systemisch transportiert werden und

im Zielgewebe H,O, produzieren.

4.2.8 Systemisch induzierte Erhdhung von l6slichen Phenolséauren nach Befall
mit Bgh

Phenolischen Komponenten wird in der lokalen Abwehr von Bgh eine wichtige Rolle
zugeschrieben. Insbesondere konnte die Verstarkung der Zellwand bzw. die
Papillenbildung mit einer Akkumulation von Phenolen assoziiert werden (von
RoOpenack et al. 1998, Huckelhoven et al. 1999, Prats et al. 2005). Vereinzelt werden
auch systemische Effekte beziglich einer Erh6éhung der PAL-Aktivitat, ein
Schlisselenzym zur Synthese von phenolischen Komponenten, beschrieben
(Walters et al. 2002, Cowley und Walters 2005).
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Eine Erh6hung von zwei verschiedenen Phenolsauren konnte nach einer Inokulation
des 2. Blattes im 4. Blatt bestimmt werden (Abb. 3.41). Aufgrund der ausbleibenden
Papillenbildung des nicht inokulierten 4. Blattes konnte eine erhohte
Phenolsaurenkonzentration auf eine Verstarkung der gesamten Zellwand oder auf
eine systemisch etablierte fungizide Wirkung hindeuten. Eine fungizide Aktivitat von
Phenolen konnte bereits in vitro ermittelt werden (von Ropenack et al. 1998).
Besonders auffallig ist die dreifach erhéhte Konzentration der Phenolsédure mit einer
Retentionszeit von 15min im 3. Blatt (Kontrolle und Bgh inokuliert) gegentber dem 2.
Blatt (Kontrolle und Bgh inokuliert) sowie weitere Abweichungen von
Phenolsaurekonzentrationen der optisch identisch entwickelten Blatter. Damit
bestent auch die Mdoglichkeit, dass die ermittelten Unterschiede im 4. Blatt
gegenuber der Kontrolle auf geringe Unterschiede in der Blattentwicklung und nicht
auf die Inokulation mit Bgh zurickzufihren sind. Das Experiment diente
hauptsachlich zur Evaluierung von Probenmengen flur weitere Analysen und wurde
zunachst nicht weiter reproduziert. Auf3erdem konnten die unbekannten

Phenolsauren aufgrund von fehlenden Standardsubstanzen nicht identifiziert werden.

4.2.9 Bestimmung der Zellwandmasse nach Befall mit Bgh

Wegen der Reduktion von HvCsIF6 mRNAs ((1,3;1,4)-3-D-Glucan Synthase) und
den phéanotypischen Schaden der sekundaren Zellwandbildung nach einem VIGS
von P23K (Oikawa et al. 2009) sollten Hinweise auf eine Verstarkung der
sekundaren Zellwand nach Bgh-Befall gewonnen werden. Durch den hohen Anteil
der Zellwand am Trockengewicht der Pflanzen erfolgte eine Bestimmung des
prozentualen Zellwandanteils (Trockenmasse) an der Frischmasse der Pflanzen.

Als Hauptbestandteile der Zellwand in Gerstenblattern wurden neben der Cellulose
mit 63% und Hetereoxylan mit 11% ein Anteil von 16% der (1,3;1,4)-3-D-Glucane
ermittelt (Fincher 2009). Ausgehend von einer systemischen Verteilung von P23K-
3/4 nach Mehltaubefall und einer Wirkung auf die (1,3;1,4)-3-D-Glucan Synthase
wurde ein messbarer Effekt auf die Trockenmasse der Blatter nach Bgh-Befall
erwartet. Nach einer Inokulation des 2. Blattes mit Bgh konnte aus den 3. und 4.
Blattern im Kultivar Pallas mlo5 eine Erh6hung der Trockenmasse von ca. 11%
(48hai/Bgh) gegentiber den nicht inokulierten Pflanzen ermittelt werden (Abb. 3.43).
Tendenziell konnten die Ergebnisse auch im 2. und 3. Blatt in Pallas sowie im 2. Blatt
in Pallas mlo5 reproduziert werden, jedoch waren diese Werte nicht statistisch
abgesichert (Abb. 3.42). Mit Hilfe von transgenen Pro35S:CslF6 Gersten (Abb. 4.4)
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konnte eine ErhOohung der (1,3;1,4)-3-D-Glucan Anteile auf bis zu 6,4% (w/w)
gegenuber den Kontrollpflanzen gezeigt werden (Burton et al. 2011).

(o) | @)

Abb. 4.4 (1,3;1,4)-3-D-Glucan Anteile in Gerste (cv. Golden Promise) in Kontrollpflanzen (a,c)
und transgenen Pro35S:CslF6 Pflanzen (b,d).

a,b) Fluoreszenzmikroskopie der (1,3;1,4)-R-D-Glucan Anteile (griin), p=Phloem, x=Xylem,
m=Mesophylzellen, sf=Sklerenchymfasern a) Kontrolle b) erhéhte Anteile von (1,3;1,4)-3-D-
Glucanen in Pro35S:CslF6 Pflanzen

c,d) Elektronenmikroskopische Aufnahme von Gold markierten (1,3;1,4)-3-D-Glucan
Antikdrpern, Ausschnitt aus der epidermalen Zellwand, c) Kontrolle, d) erhéhte Anteile von
(1,3;1,4)-3-D-Glucanen in Pro35S:CslF6 Pflanzen, aus Burton et al. 2011

Obwohl diese Untersuchungen keine Pathogenrelevanz hatten spricht insbesondere
die Verdickung der epidermalen Zellwand (Abb. 4.4 d, c) daflrr, dass eine verstarkte
Expression von (1,3;1,4)-3-D-Glucan Synthasen eine erhthte Resistenz gegen Bgh

zufolge haben konnte.
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4.2.10 Fazit

Zusammenfassend wird deutlich, dass das Protein P23K-3/4 sehr wahrscheinlich
durch Bgh- und R.padi-Befall verstarkt exprimiert wird und sich systemisch in der
Gerste verteilt oder systemisch induziert wird. Anhand von Literaturhinweisen ist
ebenfalls eine wichtige Rolle im Zusammenhang mit der Zellwandverstarkung zu
erwarten (4.2.1, 4.2.9). Obwohl P23K-3/4 vermutlich nicht nach Befall mit Bgh aus
dem Siebrohren-Geleitzellenkomplex in andere Gewebe transportiert wird, kdnnte
das Protein in Signalketten zur Carbohydratversorgung von zellwandaufbauenden
Enzymen involviert sein (4.2.1).

Die Induzierung von Phenolen (4.2.8) gibt ebenfalls Hinweise auf eine systemisch
induzierte Verstarkung von Zellwdnden nach Bgh-Befall. Ebenso ist eine fungizide
Wirkung von Phenolen in der Literatur beschrieben. Auch Peroxidasen sind nach
Pathogenbefall in Zellwandverstarkungen involviert. Durch die phloemspezifische
Bestimmung der Peroxidaseaktivitat (4.2.7) ergeben sich aber vielmehr Hinweise auf
eine Beteiligung von H,O fir eine systemische Signalvermittlung.

Die Verschlussreaktionen in den Siebrohren (4.2.4) lassen auf ein Calciumsignal
schlieBen, welches moglicherweise eine verstarkte Expression von P23K-3/4 in den
Geleitzellen bewirkt. Anhand eines Calciumsignals in den Siebréhren sind ebenfalls
posttranslationale Proteinmodifikationen von P23K-3/4 durch calciumabhangige
Proteinkinasen denkbar (4.2.3), die mdglicherweise die unterschiedliche Lokalisation
von P23K-3/4 im Gel erklaren.
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5 Zusammenfassung

Mit Hilfe der erleichterten Exsudation mit EDTA und der Probenentnahme mittels Stylektomie
wurden phloemspezifische Proben aus Gerste gewonnen. Mit einer Untersuchung der
Siebrohrenproteine nach Befall mit Blumeria graminis (Bgh) sollten Rickschlisse auf
(Protein)-Signale gewonnen werden, die eine systemisch erhdhte Resistenz nach Bgh-Befall
vermitteln. Dazu wurde fiur beide Probenentnahmetechniken eine zweidimensionale
Proteintrennung etabliert. Zusatzlich wurde das prinzipbedingte Verunreinigungspotential der
EDTA-Methode verifiziert (Gaupels F, Knauer T und van Bel AJE, Journal of Plant
Physiology 2008, 165: 95-103).

Nach einer Inokulation der Blattspitzen konnte ein erhohter Anteil (16-22hai) von P23K-3
bzw. dem nahezu identischen Protein P23K-4 (P23K-3/4) in EDTA-Proben ermittelt werden.
Mit Hilfe der Stylektomiemethode konnte keine Hochregulierung von P23K-3/4 nach Bgh-
Befall festgestellt werden, jedoch wurde gezeigt, dass die in der Stylektomie eingesetzten
Aphiden ebenfalls zu einer Hochregulierung von P23K-3/4 fuhren. Die im Gel ermittelten
unterschiedlichen Fokussierungspunkte von P23K-3/4 nach R.padi- und Bgh-Befall lassen
sich nicht auf die unterschiedliche Aminosauresequenz der Proteine, sondern wahrscheinlich
auf eine unterschiedliche posttranslationale Modifikation zurlckfihren. Nach einem R.padi-
Befall des 2. Blattes und der Entfernung des 2. Blattes vor der Probenentnahme konnte aus
den verbleibenden Blattern ebenfalls eine erhéhte Menge von P23K-3/4 in EDTA-Exsudaten
festgestellt werden. Dabei konnte nicht ermittelt werden, ob das Protein in der Pflanze
systemisch verteilt oder systemisch induziert wurde. Eine Behandlung der Gerste mit dem
chemischen Resistenzinduktor DCINA fihrte, im Gegensatz zum Befall mit Bgh, zu einer
verminderten Menge von P23K-3/4 in EDTA-Exsudaten. Eine Wirkung von Jasmonséaure auf
die Expression des Proteins konnte nicht festgestellt werden. Anhand von Literaturhinweisen
konnte fur P23K-3/4 eine Rolle in der Zellwandverstarkung nach Befall mit Bgh ermittelt
werden. In diesem Zusammenhang wurde eine um 11% erhdhte Zellwandmasse nach Bgh-
Befall des 2. Blattes in den restlichen Blattern ermittelt. Die erhdhte Zellwandmasse deutet
auf eine systemische Verstarkung der Zellwand hin, die mdglicherweise zu einer erhdhten
Resistenz gegen Bgh beitragt. Neben dem Schwerpunkt der phloemspezifischen
Proteinanalyse wurde aufl’erdem eine verminderte Translokationsgeschwindigkeit in
Siebréhren nach Inokulation mit Bgh ermittelt. Anhand von Literaturhinweisen lasst sich
diese mit elektrischen Signalen im Phloem der Gerste in Verbindung bringen. Ein
Calciumsignal im Siebelement kénnte damit der Ausgangspunkt fir vielféltige Reaktionen
beziglich einer Proteinexpression, der Aktivierung von Proteinkinasen und weiterer
Abwehrkomponenten sein. Aul3erdem konnte eine systemisch erhdhte Peroxidaseaktivitat
nach Befall mit Bgh und R.padi bestimmt werden. Dies deutet auf eine Involvierung von H,0,

in der systemischen Signalvermittlung nach Pathogenbefall hin.
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5 Summary

Aphid stylectomy and EDTA-facilitated exudation were used to obtain sieve-tube sap
samples to identify shifts in the (protein)-composition of barley phloem sap, which are
indicative for systemic signalling after infection with Blumeria graminis (Bgh). For both
sampling technigues a two-dimensional protein separation was established including an
arsenal of purification steps for EDTA-probes. Potential contamination by artefactual proteins
induced by the EDTA method was verified (Gaupels F, Knauer T and van Bel AJE, Journal of
Plant Physiology 2008, 165: 95-103).

Increased levels of P23K-3 or the nearly identical protein P23K-4 (P23K-3/4) were found 16-
22hai with Bgh in EDTA samples. No up-regulation of P23K-3/4 after Bgh infection was
observed using aphid stylectomy. However, it was shown that aphid infestation (and in
particular stylet insertion) lead to up-regulation of P23K-3/4. The different isoelectric points of
P23K-3/4 obtained in sieve-tube samples after R.padi infestation and inoculation with Bgh
could not be explained by the slightly different amino acid sequences of the proteins but are
likely due to different post-translational modifications. After R.padi infestation of the second
leaf and removal of the second leaf prior to sampling, the remaining leaves also showed
increased amounts of P23K-3/4 in EDTA exudates. Treatment of barley leaves with the
chemical resistance inductor DCINA led, in contrast to infestation with Bgh, to a reduced
amount of P23K-3/4 in EDTA exudates. This indicates involvement of jasmonic acid in the
expression/production of P23K-3/4, but direct effects of jasmonic acid on the P23K-3/4 levels
could not be detected. According to literature sources, P23K-3/4 plays a pivotal role in
secondary cell wall formation. In this context, the present work points to a systemically
induced cell wall reinforcement which was confirmed by an 11% increase in dry weight of
systemic leaves of infected plants.

After inoculation with Bgh, reduced exudation from sieve tubes was found which points to a
reduced mass flow in phloem. Most likely, the decreased exudation rate was triggered by
electrical long-distance signals propagated subsequent to inoculation. A accompanying Ca?*
influx may trigger a cascade of events in parenchymatous cells along the phloem pathway
leading to, among others, an increased activity of peroxidases and the expression of P23K-
3/4. It is unclear, if these substances were distributed or induced systemically. In any event,
this conglomerate of reactions after Bgh-infection leads to higher deposition of phenolic

substanes and cellulose in systemic leaves and, hence, to a putative higher resistance.
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